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dieck mit der von ibm und K. Bonath aus e-Himatin dar- 





Zur Kenntnis des «-Hamatins, des pflanzlichen Eisen- 


porphyratins und ihrer Porphyrine. 


Von 


(Nach gemeinsam mit Dr. E, Mertens ausgefiihrten Untersuchungen.) 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
[Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Februar 1927.) 


Bei der Untersuchung des v-Himatoporphyroidins, 
das nach den Feststellungen meines Mitarbeiters A. Papen- 


gestellten Himaterinsiure’) identisch ist, hatte ich u. a. 
gefunden, daB es unter der Kinwirkung kochender verdiinnter 
Kalilauge eine Veriinderung erfihrt, die in einem stark ab- 
weichenden Spektrum zum Ausdruck kommt. 


Lésungen in n/10-Kalilauge: 





IV. 





a-Himatoporphyroidin 


I. 642 
Ii. 591 

III. 540 
Auf der Grenze Griin/Blau ein 
violettwirts nicht deutlich ab- 
gegrenzter Schatten 





Anmerkung. Dieselbe Umwandlung erlitt auch der Methylester. 





) Synon: 


Umwandlungsprodukt 


I, 633 (bis 
. 581 (bis 583) 
542 (bis 543) 
. etwa 508 (bis 511) 


635) 


»Papendiecks chloroformlésliches Porphyrin“, 


»Kiimmerers Porphyrin“, ,,H. Fischers Protoporphyrin“. 
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2 O. Schumm, 


Auf Grund dieser Beobachtungen haben A. Papendieck 
und ich den aus e«-Himatin nach Papendiecks und Bo- 
naths Verfahren dargestellten analysenreinen Haimaterin. 
siuredimethylester derselben Behandlung unterwor/en und 
dabei das gleiche Umwandlungsprodukt erhalten. Endlich 
habe ich nachweisen kénnen, daB das beim Enteisenen des 
Hafer-Porphyratins entstehende Porphyrin sich bei obiger 
Behandlung ebenfalls genau so verhilt wie die Hiimaterinsiiure. 

Neuerdings haben wir festgestellt, daB 1. das beim Fnt- 
eisenen des pflanzlichen Porphyratins entstehende Porphyrin, 
das in seinem Verhalten bisher vollkommene Ubereinstimmuns 
mit der Himaterinsiure gezeigt hatte, sich auch wie dieses 
elektrochemisch hydrieren liBt (s. unten unter ,,V.“), 2. der 
Athylester obigen Porphyrins dieselbe Krystallform hat, wie 
der des «-Himatoporphyroidins, so daf die in dieser Zeitschritt 
Bd. 139 von mir veréffentlichte Abbildung auch fiir die Krystall- 
form des Athylesters obigen pflanzlichen Porphyrins gilt. 

Die zuerst genannten Beobachtungen im Verein mit Vert 
Feststellung, daB das Hefe-Porphyratin durch lingeres Kochen 
mit salzsiurehaltigem Methylalkohol au8er der Veresterung noc!) 
eine anderweitige Umwandlung erfihrt, nétigten dazu, das «- 
Hamatin selbst und ebenso das pflanzliche Eisenporphyratin aui 
ibr Verhalten bei der Veresterung und nachfolgenden Verseifung 
genauer zu untersuchen.') Wir benutzten zu den Versuchen das 
nach dem Verfahren von Zeyneks dargestellte Verdauungs- 
haimatin (,,¢-Haimatin“ nach W. Kiister) und ein Roh-Porphyratin 
aus Hefe, das nach folgendem Verfahren dargestellt worden war: 

BrennereipreBhefe wird mit dem mehrfachen Volumen 
Kisessig angerieben, die Mischung mit 1—11/, Volumen Petrol- 
iither ausgeschiittelt, der Petrolither nach erfolgter Schichten- 
bildung sogleich abgetrennt, die Hefeschicht nochmals in der- 
selben Weise mit Petrolither behandelt und nach dessen 


1) DaB das o-Hiimatin unter obiger Behandlung auBer der Ver 
esterung noch irgendeine andere Veranderung erfihrt, war von meinem 
Mitarbeiter A. Papendieck bereits friiher beobachtet worden. Am 
$-Hiimin hatte W. Kiister unter dhnlichen Bedingungen bereits 1903 
eine Veriinderung beobachtet. 
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Abtrennung sogleich mit einer reichlichen Menge Chloroform 
geschiittelt, die Chloroformschicht abgetrennt, zweimal mit 
etwa 1/,, Volumen Wasser gewaschen, durch Filtrieren geklirt 
und das Chloroform auf dem Wasserbade verdampft. Der 
essigsiurehaltige Riickstand wird mit einer passenden Menge 
Chloroform verdiinnt, zweimal mit Wasser gewaschen und ein- 
gedampft. Der braunschwarze zihtliissige Riickstand wird in 
einer reichlichen Menge reinen Petroliithers gelést und die 
Liésung so oft gewaschen, bis das Waschwasser vollkommen 
siurefrei ist. Die neutral reagierende braunschwarze Petrol- 
‘itherlésung hinterliBt nach dem Verdampfen einen halbfesten 
schwarzen Riickstand, der das pflanzliche Eisenporphyratin 
offenbar in unverinderter Beschaffenheit enthiilt: 


1. Eine Probe, in Pyridin gelést und mit wenig Hydrazinhydrat 
durchmischt, gab das Hiimochromogenspektrum mit dem Ort der Streifen 
I. 557, IL. etwa 527'/,. 2. Eine gréBere Probe, die dem Enteisenungs- 
verfahren von Papendieck und Bonath unterworfen wurde, gab 
dabei ein Porphyrin vom spektrochemischen Verhalten der Hiimaterin- 
siiure (vgl. diese Zeitschr. Bd. 144 und 150). 3. Eine Probe wurde mit 
bromwasserstoffgesittigtem Lisessig verrieben und einen Tag bei 15° 
stehen gelassen. Die Lésung gab dann das Porphyrin-Siurespektrum 
ebenso wie ein in derselben Weise aus « Hiimatin hergestelltes Priiparat. 
Hauptstreifen I. etwa 605, III. etwa 561. 4. Eine gréBere Probe wurde 
mit 1 eem Kisessig, 50 eem Petroliither und 50 cem absolutem Alkohol 
gemischt. In derselben Weise aber in etwas gré8erer Konzentration 
wurde eine Lésung von a-Ilimatin hergestellt. Nunmehr wurde die 
«-Himatinlésung mit demselben Lésungsmittel so weit verdiinnt, bis sie 
bei der spektrocolorimetrischen Untersuchung das Hiimatinspektrum in 
gleicher Stirke gab wie die Lésung des Hefe-Porphyratins. Da diese 
Lisung wegen der gleichzeitigen Anwesenheit anderen Farbstoffs dunkler 
war als die a-Hiimatinlésung, so lieB sich auf diese Weise nur eine 
grobe Angleichung hinsichtlich des Porphyratingehalts erzielen. Immer- 
hin wurde erreicht, daB die beiden Liésungen iihnliche Mengen der 
in Betracht kommenden Farbstoffe Hiimatin bzw. pflanzliches 
Eisenporphyratin enthielten. Nunmehr wurden je 50 cem der Lé- 
sungen verascht und die aus der Asche hergestellten Lésungen nach 
der Khodanmethode vergleichend colorimetrisch gepriift. Es ergab 
sich fast der gleiche Eisengehalt. Durch diese Untersuchung ist 
der noch fehlende Nachweis erbracht, daB das pflanzliche Eisenporphy- 
ratin dem o-Hiimatin auch hinsichtlich des Eisengehalts mindestens sehr 
nahe steht. 


1? 
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Unsere Versuche haben nun ergeben, daB sowohl bej 
dem e-Himatin als auch bei dem pflanzlichen Kisenporphy- 
ratin schon nach kurzem Kochen mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol eine Verinderung des Molekiils beginnt, dic 
wohl nur durch eine teilweise Absittigung der Seiten. 
ketten zu erkliren ist. Dieser SchluB erscheint aus folgenden 
Griinden gerechtfertigt: Die auf obige Weise bei einer Koch- 
dauer von 15—60 Minuten erhaltenen Umwandlungsprodukte 
geben: 1. Absorptionsspektra, die von denen der Ausgangs- 
produkte stark abweichen und denen der Kisenkomplexverhin- 
dung des Himatoporphyrins von Nencki sehr ‘hnlich sind. 
2. Nach der Verseifung beim Enteisenen mit Hydrazin- 
Kisessig je nach den bei der vorhergehenden Veresterung an- 
gewandten Versuchsbedingungen entweder Gemische aus 
Haimaterinsiure und ahnlichen oder kleineren Mengen eines 
anderen Porphyrins oder aber in der Hauptsache ein be- 
stimmtes, seiner Zusammensetzung nach noch nicht aufgekliirtes 
Porphyrin, das in seinem spektrochemischen Verhalten zwar 
groBe Ahnlichkeit mit dem Himatoporphyrin von Nencki hat, 
aber durch die viel héher liegende Salzsiurezahl (ungefihr 1.) 
gegen etwa 0,1 beim Himatoporphyrin Nencki!) leicht von 
ihm zu trennen und zu unterscheiden ist. — Wir haben dieses 
Porphyrin auBerdem noch durch folgende Eigenschaften cha- 
rakterisiert: Es lést sich gut in Pyridin, essigsiurehaltigem 
und reinem Ather, mit roter Farbe in n/,,-Kalilauge, mit vio- 
letter in 25°/,iger Salzsiiure und verhilt sich bei den Spektral- 
proben mit konzentrierter Schwefelsiiure und mit Bromwasser 
etwa wie das Himatoporphyrin von Nencki. Verestert mau 
das Porphyrin durch 15—20 Minuten langes Kochen am Riick- 
fluBkiihler mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol, so erlilt 
man ein Produkt, das sich von dem in derselben Weise aus det 
Himatoporphyrin von Nencki gewonnen dadurch unterscheidet, 
daf seine Chloroformlésung nach dem Schiitteln mit dem gleiche: 
Vol. 20°/,iger Salzsiure rein violett ist (vgl. weiter S. 7). Beim 
Kinhalten bestimmter Versuchsbedingungen hatte das gewor- 
nene Porphyrin die Kigenschaft, aus 5°/,iger Salzsiiure sell! 
reichlich in reines Chloroform tiberzugehen. Das aus dem 


le 
b 
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siurefrei gewaschenen Chloroform beim Verdampfen erhaltene 
Porphyrin léste sich auch in reinem Chloroform ziemlich 
leicht wieder auf. Durch 10 bis 15 Minuten langes Kochen 
mit 25°/,iger Salzsiure verlor es diese Kigenschaft, so daB dann 
nur noch ein geringer Bruchteil aus 5°/,iger Salzsiure in das 
Chloroform ging. — Die beim Kochen obigen Porphyrins mit 
25°/,iger Salzsiure eintretende Verinderung zeigt sich auch in 
der Salzsiurezahl, die stark heruntergeht und sich der des 
Himatoporphyrins von Nencki niahert. — Das oben be- 
schriebene Porphyrin hat nach unseren vorlaufigen I eststel- 
lungen eine dhnlich hohe Salzsaurezahl wie der Himato- 
porphyrindimethylither. Da es auch in den bislang aus- 
gefiihrten spektrochemischen Reaktionen mit jenem iberein- 
stimmt, so halte ich es fiir wahrscheinlich, daB das hier be- 
schriebene chloroformlisliche Porphyrin ein Methylither des 
Hamatoporphyrins von Nencki ist. Zu dieser Vermutung pabt 
auch das Verhalten desjenigen ,,Porphyrins“, das erhalten wird, 
wenn man das bei langem Kochen von «@-Himatin mit salzsiiure- 
haltigem Methylalkohol entstehende Produkt (s. oben) ohne vor- 
herige Verseifung mit Hydrazin—Kisessig enteisenet. Das dabei 
entstehende ,,Porphyrin“ zeigte bei den bislang daran angestellten 
spektrochemischen Reaktionen dasselbe Verhalten wie das nach 
W. Kiisters Angaben dargestellte Tetramethylporphyrin: 

Lésung in Chloroform. 

I. 622,8, II. 568,0, IIL. 534,5, IV. 500 (Mitte). Beim 
Schiitteln der Lésung mit etwa dem gleichen Vol. 20°/,iger 
Salzsiiure bleibt der Farbstoff nahezu vollstandig im Chloro- 
form. Vgl. hierzu die Werte fiir Tetramethylporphyrin, unten 
unter ,,.II, 8. 17. 

Kocht man «-Himatin mit 1°/, Schwefelsiure enthalten- 
dem Methyl- oder Athylalkohol 1/,—1/, Stunde am Riickflub- 
kiihler und priift das Produkt in seiner mit wenig Hydrazin- 
hydrat versetzten Lésung spektrometrisch, so zeigt sich keine 
oder nur eine geringe Abweichung gegeniiber ¢-Hiimatin. 
Das verseifte Produkt lieferte beim Enteisenen ein Porphyrin, 
das in iitherischer Lésung das Spektrum der Hiimaterinsaure 
gab, — Auch wenn «-Hiimatin mit 2°/, Schwefelsiure ent- 
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haltendem Methylalkohol 1/, bis 1 Stunde am RiickfluBkiihler 
gekocht wurde, erfolgte die oben beschriebene Umwandlung in 
viel geringerem Umfange als bei Anwendung von salzsiure- 
haltigem Methylalkohol. Die beschriebene Umwandlung trat 
ebenfalls nicht ein, wenn «-Himatin 1/, Stunde lang mit einem 
Gemisch aus einigen Prozent Borsiure, Oxalsiiture, Ameisensiiure 
oder Kssigsiure und Methylalkohol gekocht wurde. Wenn «@-[i- 
matin aber mit 1°/, Jodwasserstoff enthaltendem Methy!- 
alkohol }/, bis 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht wurde, so 
zeigte sich eine deutliche Umwandlung. Das Rohprodukt lieferte 
in Pyridin ein schwaches Porphyrinspektrum und nach Zusiatz 
von wenig Hydrazinhydrat ein starkes Himochromogenspektrum, 
dessen etwas abweichende Form und Lage (Str. I. etwa 556,4 
mit schwachem Nachschatten) die beginnende Umwandlung 
schon erkennen lieBen. Das hierbei in kleiner Menge ent- 
standene Porphyrin war nicht einheitlich. 


I. Spektrochemische Reaktionen des aus dem mit 1°/, HCl- 
Methylalkohol verestertem «-Hamatin nach dem Verseifen und 
Enteisenen gewonnenen Porphyrins. 


A. Hauptfraktion, chloroformléslich, Salzsiurezalh! 
ungefihr 1,5.?) 

1. Lésung in schwach essigsiiurehaltigem Ather. 

Streifen I. 624,2, Il. unsym., Maximum (violettwirts) 569.2. 
ITI. uneinheitlich, Mitte etwa 528,8, Max.,,b“ 526,2,1V. 495,5(Mitte’. 

2. Lésung in Chloroform. 

I. 622,5, I. unsym. Max. (violettwirts) 568,5, III. nicht 
ganz sym., Max. (rotwirts) 534,0, IV. starker Streifen Griin/Blau, 
Mitte ungefihr 501,0. Beim Schiitteln mit etwa dem gleichen Vol. 
20°/ iger Salzsiiure geht der Farbstoff groBenteils in die Salzsiure. 

3. Lésung in n/10-Kalilauge. 

I. Ungefihr 620,0, II. unsym. Max. (violettwirts) 567,9, 
III. fast sym. Max. 540,0, IV. 505.5. 


1) D. h., daB beim Schiitteln der iitherischen Porphyrinlésung mit 
dem gleichen Vol. 1,5°/,iger Saizsiure mehr als die Hiilfte in die Salz- 
siure tibergeht, 





ie 
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4, Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiiure. 

Hauptstreifen I. 595,7, Il]. 551,8. — Verdiinnt man die 
Lésung mit 4 Vol. Wasser und schiittelt sie mit alkoholfreiem 
Chloroform, so geht das Porphyrin reichlich in dieses iiber. 

5. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure. 

Hauptstreifen I. 601,0, IIT. 554,5. 

6. Bromspektralprobe mit wiBriger Lbromlésung. 

Starker Streifen I. ungefahr 636, schwacher Streifen IJ. mit 
zwei héchst schwachen Maxima, a) 500,0, b) 490, dazwischen 
das Minimum auf ungefithr 494,0. 

7. Lésung der nach dem Verfahren von Zaleski dar- 
gestellten Kisenkomplexverbindung in Pyridin u. wenig Hydrazin- 
hydrat. 

J. 548.2, LL. 518,7. 

8. Lésung des durch 15 Minuten langes Kochen mit 1°/, 
HCl enthaltendem Methylalkohol am RiickfluBkiihler erhal- 
tenen Veresterungsprodukts in Chloroform. 

I. 622,5, II. unsym. Max. (violettwirts) ungefihr 569, 
IJ. unsym. Max. (rotwirts) ungefiihr 535,6, IV. uneinheitlich, 
Mitte etwa 501,5. Nach dem Schiitteln mit gleichviel 20°/, iger 
Salzsiure gehen nur Spuren Farbstoff in die Salzsiiure. 
Spektrum der violetten Chloroformschicht: I. 601,5, III. Min. 
556,4, Max. a) 561, b) 552. 


B. Nebenfraktion. 


Bei einigen unserer ersten Versuche wurde ein anscheinend 
etwas weniger leicht in Chloroform léslicher Anteil beobachtet, 
der aber etwa dieselben spektrometrischen Werte gab: 

1. Lésung in schwach essigsiiurehaltigem Ather. 

I. 624,5, I. unsym. Max. (violettwiirts) 569,0, III. 528,5 
(Mitte), Max. b) 526,8, IV. etwa 495,0 (Mitte). 

2. Lisung in etwa 98°/iger Schwefelsiure. 

Hauptstreifen: I, 601,0, IL]. 554,5. 

Anm. Vor ungefiihr 2 Jahren habe ich iiber Versuche berichtet, in 
denen ich aus gefaulten Ochsenherzen durch kurze Behandlung mit rauchen- 
der Salzsiiure bei Zimmertemperatur u.a. ein unbekanntes Porphyrin bilden 


konnte, das sich durch seine Lislichkeit in reinem Chloroform yon dem 
ihm in seinem spektrochemischen Verhalten ihnlichen Himatoporphyrin 
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Nencki unterscheidet. Wir haben die Darstellung dieses von mir 
damals als ,,Saproporphyrin D“ bezeichneten K6rpers wieder auf. 
genommen. Die zum Teil unter Mitarbeit von Herrn Dr. H. Sabel- 
mann ausgefiihrten Versuche haben vorliufig ergeben, daB nach obigem 
Verfahren ein Gemisch verschiedener Porphyrine gewonnen wird. In 
mehreren in gréBerem MaBe ausgefiihrten Versuchen enthielt die Por- 
phyrinfraktion auBer anderen in reichlicher Menge ein chloroform. 
lésliches Porphyrin, das, soweit feststellbar, die friiher be- 
schriebenen Eigenschaften des obigen ,,Saproporphyrin PD‘ 
besaB und etwa die Salzsiurezah] ,,1 bis 1,5“ hatte. Wir halten 
es fiir méglich, daB dieses Saproporphyrin dem oben beschriebenen, aus 
verestertem Himatin gewonnenen Porphyrin, das ja die Salzsiéurezahl| 
1,5 hat, nahe steht. — Aus der aus dem gefaulten Ochsenherzen ge- 
wonnenen ,,Himatin-Fraktion“ haben wir durch Enteisenen mit Hydrazin- 
hydrat—Eisessig-Mischung ein Porphyringemisch erhalten, in dem in reich- 
lichen Mengen Kopratoporphyrin und obiges Saproporphyrin (mit der 
Salzsiiurezahl ,,1 bis 1,5“) enthalten waren. (Lésung in reinem Chloro- 
form: I. 622,5, Il. 567,0, III. 535,0, IV. 501 (Mitte). — Lésung in 
25°, iger Salzsiure: I. 595,5, ILI. 551,3.) 


II. Spektrochemische Reaktionen des aus dem mit 1°/, HCl- 
Methylalkohol veresterten Pflanzen-Porphyratin nach dem Ver- 
seifen durch Enteisenen gewonnenen Porphyrins. 


A. Hauptfraktion, chloroformléslich, Salzsiurezal! 
etwa 1,5. 


1. Lésung in schwach essigsiiurehaltigem Ather. 

I. 624,2, IT. unsym. Max. (violettwarts) 569,2, III. unein- 
heitlich, Mitte 530,0, Max. b) 527,0, IV. ungefiihr 497,0 (Mitte). 

2. Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiure. 

I. 595,7, ILI. 551,7; verdiinnt man die Salzsiure mit 
4 Vol. Wasser und schiittelt sie mit alkoholfreiem Chloroform, 
so geht das Porphyrin reichlich in dieses iiber. 

3. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure. 

I. 600,0, III. 554,0. 

4. Reaktion mit wiBriger Bromiésung. 

Hauptstreifen ungefihr 635,0, schwacher Streifen Griin/Blau, 
Min. etwa 494,3, Max. a) etwa 498, b) etwa 489. 

5. Mit wenig Hydrazinhydrat durchmischte Liésung der 
nach dem Verfahren von Zaleski dargestellten Eisenkomplex- 
verbindung in Pyridin. 
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I. 548,0, II. etwa 518,5. 

6. Lésung des durch Kochen mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol am RiickfluBkiihler dargestellten Veresterungs- 
produktes in Chloroform. 

I. 623,0, I. unsym. Max. (violettwiirts) 567,2, III. unsym. 
Max. (rotwirts) etwa 534, IV. etwa 501 (Mitte). Nach dem 
Schiitteln mit gleichviel 20°/,iger Salzsiure gehen nur Spuren 
Farbstoff in diese iiber. Spektrum der Chloroformschicht: 

I. 601,0, Il]. 556,0 (Ort des Minimums). 


Zusammenfassung. 


1. «-Himatin und das pflanzliche Eisenporphyratin sind 
gegeniiber salzsiurehaltigem Methylalkohol so empfindlich, dab 
schon nach 15 Minuten langem Kochen am RiickfluBkihler 
eine Umwandlung festgestellt werden kann, die bei beiden 
Kérpern offenbar im gleichen Sinne verliuft und durch eine 
Absittigung mehrfacher Bindungen erklirt wird. Will man 
obige Kisenporphyratine aus tierischem oder pflanzlichem Mate- 
rial als Methylester abscheiden, so darf man nur kurze Zeit 
mit salzsiiurehaltigem Methylalkohol kochen. 

2. Wird das Kochen mit obigem Reagens geniigend lange 
fortgesetzt, so entsteht in der Hauptsache ein Kérper, der nach 
dem Verseifen beim Enteisenen mit Kisessig—Hydrazinhydrat ein 
seinem spektrochemischen Verhalten nach bislang nicht 
beschriebenes Porphyrin liefert, das von der Himaterinsiure 
durchaus verschieden ist und offenbar dem Himatoporphyrin 
von Nencki nahe steht. Es ist ihm in den meisten spektro- 
chemischen Reaktionen ‘hnlich, hat aber iihnlich dem 
Himatoporphyrindimethylither eine viel héhere Salz- 
siurezahl, so daB es durch Willstitters Fraktionierungs- 
methode leicht vom Himatoporphyrin Nencki unterschieden 
werden kann. Kocht man es einige Zeit (z. B. einige bis 
15 Minuten) mit 25°/,iger Salzsiiure am RiickfluBkiihler, so ver- 
liert es gréBtenteils die Chloroformléslichkeit; das Umwandlungs- 
produkt nihert sich auch in der Salzsiiurezahl dem Himato- 
porphyrin von Nencki. — Werden bei der Darstellung obigen 
Hamatinderivats bestimmte Versuchsbedingungen eingehalten, 
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so entsteht fast quantitativ ein Kérper, der bei der Enteisenung 
das chloroformlésliche Porphyrin liefert, das nicht nur aus seiner 
Lésung in 5°/,iger Salzsiure beim Schiitteln mit alkoholfreien 
Chloroform reichlich in dieses iibergeht, sondern auch im trocknen 
Zustande ziemlich leicht in reinem Chloroform léslich ist. Es 
stimmt in seinem allgemeinen spektrochemischen Verhalten am 
nichsten mit dem Himatoporphyrindimethylither iiberein, so 
daB es vermutlich ein Methylather des Himatoporphyrins 
von Nencki ist. Ein endgiiltiges Urteil kann noch nicht ab- 
gegeben werden. 

3. Kocht man @-Hamatin langere Zeit mit 3°/, HCl ent- 
haltendem Methylalkohol, so kann das Eisen schon in be- 
achtlicher Menge abgespalten werden. — Verestert man das v- 
Himatin, indem man es mit Methylalkohol mischt und trockne; 
Salzsiiuregas einleitet, so entsteht iiberwiegend, bisweilen fast 
quantitativ ein Produkt, das in Pyridin gelést, nach Zusatz von 
wenig Hydrazinhydrat das Spektrum I. (I. Hauptstreifen) 548,0, 
ITI.518,5 gibt, also tibereinstimmend mit derkiinstlichausdem oben 
beschriebenen Porphyrin dargestellten Kisenkomplexverbindung. 

4, Die weitgehende Ubereinstimmung zwischen «-Hiimati. 
und dem pflanzlichen Porphyratin zeigt sich, abgesehen von 
dem mindestens iihnlich hohen Kisengehalt, noch in folgenden 
neu ermittelten Eigenschaften des pflanzlichen Porphyratins. 

a) Das bei seiner Enteisenung mit Hydrazin—Hisessig ent- 
stehende Porphyrin liBt sich gleich der Héamaterinsiure 
elektrochemisch reduzieren und liefert dabei ein Porphyrin. 
das nach dem Ergebnis der spektroskopischen Priifung mit 
dem unter den gleichen Bedingungen aus Himaterinsiure er- 
haltenen Produkt iibereinstimmt. 

b) Es erleidet beim Kochen mit 1°/, HCl enthaltenden 
Methylalkohol die gleiche oder doch analoge Umwandlung wie 
a-Hiimatin; nach geniigend langer Kochdauer wird in der 
Hauptsache ein Produkt gebildet, das nach dem Verseifen mit 
Kalilauge beim Enteisenen mit Hydrazinhydrat—Hisessig ei 
chloroformlésliches Porphyrin von denselben Kigenschaften 
liefert, wie es bei diesem Verfahren aus «-Hiimatin er- 
halten wird. 
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5. Es werden in Erweiterung der Angaben W. Kiisters 
die genauen spektrometrischen Grundwerte fiir das nach seinem 
Verfahren dargestellte Tetramethylporphyrin und den Hiimato- 
porphyrindimethylither mitgeteilt. — 

6. Die vom Verf. eingefiihrte Chloroformsalzsiureprobe 
(,, Verteilungsprobe“) eignet sich auch zur Unterscheidung des 
Himatoporphyrindimethylithers vom Tetramethylporphyrin. 

7. Das hier beschriebene Verfahren zur Darstellung des 
Rohporphyratins aus Hefe hat gegeniiber einigen friiher an- 
cewandten Verfahren den Vorzug, daB es ein Priparat liefert, 
das mindestens wochenlang haltbar ist. Es kann deshalb mit 
Vorteil als Ausgangsmaterial zur Untersuchung des Hefe- 
porphyratins dienen. 


L 


Versuche an «-Hamatin. 

Frisch dargestelltes g@-Hiimatin wurde entweder mit einer 
reichlichen Menge ein oder mehr Prozent HCl oder H,SO, 
enthaltendem Methylalkohol oder Athylalkohol durch Kochen 
am RiickfluBkiihler verestert, oder das Gemisch aus ¢-Hiimatin 
und Methylalkohol oder Athylalkohol wurde unter Zusatz von 
Salzsiure eingedampft oder mit gasférmiger Salzsiiure be- 
handelt. Das in bekannter Weise iiber die Chloroform- oder 
Atherlisung zur Trockne gebrachte Produkt wurde zum kleinen 
Teil in Pyridin gelést und nach Zusatz von wenig Hydrazin- 
hydrat spektrometriert. Die Hauptmenge wurde jeweils in 
Kisessig gelést und mit einem Gemisch aus Hisessig und 
Hydrazinhydrat 1—2 Tage bei 15—20° stehen gelassen. Die 
Flissigkeit wurde dann mit viel Ather verdiinnt, mit Wasser 
entmischt, siurefrei gewaschen und mit 5°/,iger Salzsiiure aus- 
geschiittelt, das Porphyrin aus der Salzsiiure mit Natriumacetat 
in Ather gebracht, der Ather gewaschen, mit 5°/,iger Salz- 
sdure ausgeschiittelt, das Porphyrin daraus wieder mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, der Ather siiurefrei gewaschen und 
nach dem Vorgange von R. Willstaitter mit Salzsiiure von 
0,1, 0,4, 1,0, 1,5, 2 oder 3°/, fraktioniert (vgl. die Anm. auf 
8. 6). Die einzelnen Porphyrinfraktionen wurden mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, dieser séurefrei gewaschen, verdampft 








12 O. Schumm, 


und der Riickstand spektrochemisch untersucht. In den Haupt- 
versuchen wurden die einzelnen Fraktionen, besonders die 
Fraktion ,,1,5°/, HCl“, nochmals dem Fraktionierungsverfahren 
unterworfen. 


A. Veresterung mit 1°/,HCl enthaltendem Methylalkohol. 


1. Kochdauer beim Verestern 15 Minuten. 
Oft wiederholter Versuch. 


a) Lésung des verseiften Veresterungsproduktes in Pyridin 
und wenig Hydrazinhydrat: 

Der Hauptstreifen auf 557 hat einen schwachen Nach- 
schatten (Mitte etwa 550), 

b) Enteisenung und Fraktionierung des entstandenen 
Porphyringemisches: 

Fraktion 0,1 °/, HCl: eben nachweisbare Spur, 


is 0,4.  ., sehr geringe Porphyrinmenge, 
° 1,5, ,, etwas mehr Porphyrin, 
3,0, 4, enthalt die Hauptmenge Porphyrin, 


vorwiegend Himaterinsiure. 


2. Kochdauer 30 Minuten. Mehrere Versuche. 


a) Lésung des verseiften Veresterungsproduktes in Py- 
ridin + wenig Hydrazinhydrat. 
Hauptstreifen uneinheitlich, Mitte ungefiihr 552, Max. .,a“ 
ungefahr 556, stirkeres Max. ,,b‘‘ ungefihr 549. 
b) Enteisenung und Fraktionierung: 
Fraktion 0,1°/, HCl: eben nachweisbare Spur, 
. 0,4, .,  geringe Menge Porphyrin, 


- 15 .,  ,, enthalt die Hauptmenge Porphyrin, 
” 3,0, ,,. miBige Menge Porphyrin, vorwiegend 
Himaterinsiiure. 


3. Kochdauer 1—2 Stunden. Viele Versuche. 


a) Lisung des Veresterungsprodukts in Kisessig: Ahnliches 
Spektrum wie e«-Hiimatin, Streifen aber weiter violettwiirts, 
Hauptstreifen I. ungefihr 638 oder 639, IL. 538,0, LJ. un- 
gefihr 499,0. 
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b) Lésung des verseiften oder unverseiften Veresterungs- 
produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

Hauptstreifen etwa 548,0 (bis 548,5) mit oft nur sehr ge- 
ringem Vorschatten in konzentrierter Lésung auBerdem oft 
schwaches Porphyrinspektrum. Die Enteisenung des verseiften 
Produkts und Fraktionierung des entstandenen Porphyrin- 
gemisches ergibt zum gréBten Teil die Fraktion ,,1,5°/, HCl“. 


4, Kochdauer 3 Stunden. 


Das verseifte Veresterungsprodukt liefert beim Enteisenen 
fast ausschlieBlich die Fraktion ,,1,5°/, HCl“, Spektrum im 
schwach essigsiiurehaltigem Ather: I. etwa 624.5, Il. unsym. 
Max. (violettwiirts) 569,0, III. uneinheitlich, Mitte 530,5, 
IV. starker Streifen auf der Grenze Griin/Blau. 


B. Veresterung mit 3°/, HCl enthaltendem Methylalkohol. 


1. Kochdauer 15 Minuten. 


Lésung des verseiften Veresterungsproduktes in Py- 
ridin + wenig Hydrazinhydrat: 

Hauptstreifen J. etwa 548,0 mit schwachem Vorschatten, 
Streifen IJ. etwa 519. Die Enteisenung und Fraktionierung 
ergibt in der Hauptsache die /Fraktion ,,1,5°/, HCl“. 


29. Kochdauer 30 Minuten. 


Ergibt etwa dasselbe wie Versuch 1, mit dem Unter- 
schied, daB schon bei der Veresterung kleine Mengen Kisen 
abgespalten werden. 


8. Kochdauer 1 Stunde. 

Lésung des Veresterungsprodukts in Pyridin und wenig 
Hydrazinhydrat. 

I. 548, I. 5185 daneben schwaches aber deutliches Por- 
phyrinspektrum (Streifen I. ungefiihr 624,5, II. 568 usw.). Die 
Knteisenung und Fraktionierung ergibt in der Hauptsache die 
»FKraktion 1,5°/, HCl. 
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4, Kochdauer 3 Stunden. 


Ergibt etwa dasselbe wie Versuch 3. Veresterungs- 
produkt in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

I. 548, HW. 519, auBerdem viel schwicher die Porphyrin- 
streifen 624,38, 568.5 usw. Die Enteisenung und Fraktionie- 
rung ergibt in der Hauptsache die ,,Fraktion 1,5°/, HCl“. 


C. Veresterung mit 10°/, HCl enthaltendem Methylalkohol. 


1. Kochdauer 15—20 Minuten. 
Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 
b) I. etwa 549, II. 518,5, daneben viel schwicheres Por- 
phyrinspektrum. 
2. Kochdauer 1 Stunde. 
Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 
I. 549, IL. 519, daneben schwaches Porphyrinspektrum. 


D. Veresterung durch Einleiten von trocknem Salzsauregas in ein 
Gemisch aus @-Hamatin und viel Methylalkohol. Viele Versuche. 


Je nach den Versuchsbedingungen entsteht vorwiegend 
oder fast ausschlieBlich das Umwandlungsprodukt, das in Py- 
ridin und wenig Hydrazinhydrat das Spektrum ,I. 548,3, I. 
518,5“ gibt. Ist eine weniger vollstandige Umwandlung erfolgt, 
so liefert das Produkt in Pyridin nach Zusatz von Hydrazin- 
hydrat ein Mischspektrum; der Hauptstreifen (I) ist dann un- 
symmetrisch, indem seine Mitte z.B. auf 552 oder 5538, das 
Maximum dagegen auf ungefihr 549 liegt. Bei ziemlich voll- 
stindiger Umwandlung liefert das Produkt nach dem Verseifen 
beim Enteisenen weit iiberwiegend die Fraktion ,,1,5°/, HCl*; 
Spektrum in Ather: I. 624,4, II. unsym., Max. (violettwiirts) 
569,0, IL. uneinheitlich, Max. ,,b“ 526,5, IV. etwa 495,5 (Mitte). 


E. ,,Veresterung“ durch Eindampfen von c-Hamatin mit einem 
Gemisch aus 10 Vol. Methylalkohol und */,—1 Vol. rauchender 
Salzsaure. 


Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazin- 
hydrat: 
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Hauptstreifen I. uneinheitlich, Mitte etwa 553, das stirkere 
Max. ,,b“ auf etwa 550, Streifen II. uneinheitlich, Max. (vio- 
lettwirts) etwa 521,05. 


F. Veresterung mit etwa 1°/, Schwefelsiure enthaltendem 
Methyl- oder Athylalkohol. 


I. Mit Methylalkohol. 


1. Kochdauer */, Stunde. 

Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhbydrat: 
I, 556,6, II. etwa 526,0. 

2. Kochdauer ?/, Stunde. 

Lésung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

I. 556,5, Il. etwa 526,0. 

Mehrmalige Wiederholung des Versuchs ergibt dasselbe. 


Il. Mit Athylalkohol. 


1. Kochdauer 1/, Stunde. 

Lésung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

I. 557,2, Il. etwa 526,0. 

2. Kochdauer !/, Stunde. 

Lésung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

J. 556,8, Il. etwa 526,0. 

3. Kochdauer 2 Stunden. 

Lésung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

[. 556,5, IL etwa 526,0. 

Anmerkung. Das zu den Versuchen benutzte a-Hi- 
matin gab in demselben Reagens die Werte I. 557,3, Il. etwa 
026,5. 


G. Veresterung mit etwa 2°/, Schwefelsiure enthaltendem 
Methylalkohol. 
1. Kochdauer +/, Stunde. 
Losung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 
I. 557,0, mit miBig starkem Nachschatten, Il. etwa 525,5. 
2. Kochdauer 1 Stunde. 
Losung in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 
I. 556,5, mit schwachem Nachschatten, II. etwa 525,0. 
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3. Derselbe Versuch. Im selben Reagens: 
I. 556,2, II. etwa 526.0. 

4. Derselbe Versuch. 

I. 556,5, IL. etwa 526,0. 


II. 
Versuche am Roh-Porphyratin aus Hefe. 


Veresterung des Roh-Porphyratins durch Kochen mii 
Salzsaiure enthaltendem Methylalkohol. 


Sie wurde in allen Fallen durch mehr oder weniger 
langes Kochen des Roh-Porphyratins mit 1°/, HCl enthaltender 
Methylalkohl ausgefiihrt. 

1. Kochdauer 15 Minuten, mehrere Versuche. 

Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhydra‘ 

J. Uneinheitlich, Mitte 553,0, Il. etwa 522.0. 

2. Kochdauer 30 Minuten, mehrere Versuche. 

Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: 

I. Uneinheitlich, Mitte 553,3, das stiirkere Max. ,,b“ au! 
550,0, Il. etwa 520,0. 

3. Kochdauer 45 Minuten. 

Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazin- 
hydrat: 

Hauptstreifen I. 549,0 mit schwachem Vorschatten, 
Streifen II. etwa 519,5. Die Enteisenung und Fraktionierung 
ergibt in der Hauptsache die ,,.Fraktion 1°/, HCl“; deren 
Spektrum in schwach essigsiiurehaltigem Ather: 

I. 624,4, II. unsym. Max. (violettwirts) 569,0, ILL. unein- 
heitlich Max. ,,b“ 527,0, IV. ungefaihr 497 (Mitte). 

4. Kochdauer 2 Stunden, mehrere Versuche. 

Lésung des Produkts in Pyridin und wenig Hydrazin- 
hydrat: 

Hauptstreifen I, 549,0 mit sehr schwachem Vorschaiten, 
Streifen I]. 519,0. Die Enteisenung und Fraktionierung lieiert 
in der Hauptsache die ,,Fraktion 1,5°/, HCl“, deren Spektrum in 
schwach essigsiurehaltigem Ather im Mittel folgende Werte gab: 

I. 624,2, IL unsym., Max. (violettwiirts) 569,0, Lil. un- 
einheitlich, Mitte 529,8, Max. ,,b“ 527,0, IV. ungefihr 498 (Mitte. 
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Itt. 


Spektrometrische Grundwerte des nach dem Verfahren 
von W. Kiister dargestellten Tetramethylporphyrins. 
Lésung in Chloroform. 

I. 622,5, Il. unsym., Max. (violettwirts) 567,8, IL]. unsym., 
Max. (rotwirts) 534,0, IV. ungefahr 500 (Mitte). Nach dem 
Schiitteln mit dem gleichen Vol. 20°/,iger Salzsiiure bleibt der 
Farbstoff fast vollstindig mit violetter Farbe im Chloroform, 
dieses gibt das Spektrum: 

I. 600,8, III. 556,0 (Ort des Minimums.) 

Lésung in Ather. 

J. 624,5, IL unsym., Max. (violettwirts) 569,0, II. un- 
einheitlich, Minimum 529,0, Max. ,.b“ = 526,8, IV. etwa 495.0. 

Lésung in etwa 25°/ iger Salzsiaure. 

Hauptstreifen I. 595,3, III. 551,5. 

Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiaure. 
Hauptstreifen I. 600,83, III. 554,0. 

Anmerkung. Lést man das Tetramethylporphyrin in 25° ,iger 
Salzsiiure und schiittelt die Lésung sogleich mit Chloroform, so geht der 
Farbstoff so gut wie vollstiindig in das Chloroform. Kocht man obige 
Salzsiiurelésung einmal auf, kiihlt ab und schiittelt mit Chloroform, so 
bleibt der Farbstoff fast vollstindig in der Salzsiure. 


IV. 
Spektrometrische Grundwerte des nach dem Verfahren von 
W. Kister dargestellten Hamatoporphyrindimethylathers. 
Lésung in Chloroform. 
I. 622.6, II. 567,9, III. 534,0, IV. ungefihr 500,0 (Mitte). 
Nach dem Schiitteln mit dem gleichen Vol. 20°/, iger Salz- 
sdure geht der Farbstoff zum gré8ten Teil in die Salzsiure. 
Lésung in Ather: 
I. 624,4, IT. 569,0, III. 529,0 (Minimum), Max. ,,b“ = 526,5, 
IV. ungefihr 495 (Mitte). 
Lésung n/10-Kalilauge. 
I. 621,0, IL 567,8, III. 540,0, IV. ungefahr 506,0. 
Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiure. 
I. 595,5, IIT. 551,6. 
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Bromspektralprobe. 

Starker Streifen im Rot auf ungefihr 637,0, schwicherer 
Streifen auf ungefahr 616,0. Schwacher Streifen Griin/Blau 
mit zwei eng benachbarten Maxima, dazwischen das Minimum 
auf ungefaihr 493,0. 

Anm. Das aus obigem Tetramethylporphyrin durch Kochen 
mit ungefahr 3°/ iger Kalilauge erhaltene Verseifungsprodukt hatte 
die Salzsiurezahl 1,5 (angenihert) und zeigte bei obigen spektro- 
chemischen Reaktionen folgendes, etwa mit dem des nach 
W. Kiister dargestellten Himatoporphyrindimethylathers iiber- 
einstimmendes Verhalten. 

Lésung in Chloroform. 

I. 622,8, Il. 568,0, II. 584,2, IV. ungefaihr 500 (Mitte), 
Beim Schiitteln mit etwa gleichviel 20°/,iger Salzsiure geht 
der Farbstoff zum gréBeren Teile in die Salzsiiure. 

Lésung in Ather. 

I. 624,5, II. 569,0, IIL. 529 (Mitte), Max. .b“ = 526,4, 
IV. ungefahr 494,5 (Mitte’. 

Lésung in n/10-Kalilauge. 

I. 621,0, II. 567,5, Ill. 539.0, IV. ungefihr 504,0. 

Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiure: 

I. 595,4, Il]. 551,6. 

Bromspektralprobe. 

Starker Streifen I. etwa 637,0, schwicherer Streifen II. 
etwa 616,0. Schwacher Streifen Griin/Blau, mit zwei hochst 
schwachen Maxima, dazwischen das Minimum auf etwa 493,0. 


V. 


Elektrochemische Hydrierung des aus dem Hafer-Porphyratin 
durch die Enteisenung mit Hydrazinhydrat—Eisessig gewonnenen 
Porphyrins, das sich bei allen bisher angestellten spektro- 
chemischen Reaktionen genau wie Hamaterinsaure verhalt. 

Wegen der Kostspieligkeit des Materials haben wir die 
Versuche vorliufig nur mit kleinen Mengen (je 2—4 mg) aus- 
fiihren kénnen. Benutzt man einen Tonzylinder von ungefihr 
50 ccm Inhalt und 40 ccm Hisessig = Schwefelsiure, so abt 
sich ein Versuch schon mit 2 mg durchfihren. Wir lésten 
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das Porphyrin in 2,5°/, Schwefelsiure enthaltendem Lisessig 
und yerwandten als Kathode eine Platinriihrelektrode von 
16 gem Fliche, als Anode eine Platinblechelektrode von 8 qcm 
Fliche, die in der aus 1°/,iger Schwefelsiiure bestehenden 
AuBentlissigkeit stand. Spannung 10 Volt, Stromstirke etwa 
0,2 Ampére. Durch Kihlung wurde dafiir gesorgt, dab die 
Temperatur nicht tiber 25° stieg. Bringt man das Reaktions- 
produkt in Ather, wischt ihn siurefrei und spektrometriert ihn, 
so sieht man auBer den Streifen des Porphyrins (s. u.) noch 
den Streifen des Zersetzungsprodukts im Rot auf ungefihr 646,0. 
Das Porphyrin wird in bekannter Weise durch Uberfiihren in 
schwache Salzséure usw. gereinigt. 

Versuch 1. Dauer der Hydrierung 3 Stunden. 

Spektrum des Produkts in schwach essigsiiurehaltigem 
Ather: 

I. 622,8, II. unsym. Max. (violettwirts) 567,8, III. unein- 
heitlich, Max. ,,b“ (violettwirts) 525,5, IV. 495,8 (Mitte). 

Versuch 2. Dauer der Hydrierung 3 Stunden. 

Spektrum des Produkts in schwach essigsiurehaltigem 
Ather: 

I. 622,8, Ul. unsym. Max. (violettwirts) 567,5, III. unein- 
heitlich, Max. ,,b“ 526,0, IV. 496,0 (Mitte). Spektrum der nach 
dem Verfahren von Zaleski dargestellten Kisenkomplex- 
verbindung in Pyridin nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat: 
I. 547,38, IT. 518,0. 

Versuch 3. Dauer der Hydrierung 3 Stunden. 

Spektrum des Produkts in schwach essigsiurehaltigem 
Ather: 

]. 622,9, Il. unsym., Max. (violettwarts) 568,0, ILI. un- 
einheitlich, Minimum etwa 528,0, Max. ,,b“ 526,0, IV. ungefiihr 
497 (Mitte). 

Versuch 4. Zum Vergleich wurde unter genau gleichen 
Versuchsbedingungen reine Hiimaterinsdure hydriert: Spektrum 
des Produkts in schwach essigsiiurehaltigem Ather: 

I. 622,8, I. unsym., Max. (violettwirts) 568,0, III. un- 
einheitlich, Minimum 528,0, Max. .b“ = 526,0, IV. ungefahr 
497 (Mitte). 
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Die auBerdem am Vergleichsspektroskop ausgefiihrte Prii- 
fung ergab vollkommene Ubereinstimmung in den Spektren der 
Produkte von Versuch 8 und 4. Die gleiche Ubereinstimmung 
zeigte sich auch bei den Spektren in n/10-Kalilauge und 
25°/,iger Salzsiure. Endlich sei erwihnt, daB beide Hydrierungs. 
produkte in ihrer rohen Form auBerdem den von A. Papen- 
diecks und K. Bonaths Hydrierungsversuchen an Hiimaterin- 
siure her bekannten Streifen des auBerdem vorhandenen Zer- 
setzungsproduktes im Rot auf ungefaihr 646 in gleicher Stirke 
zeigten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. 
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Uber die Milchsaduregirung. IV. 


Von 
Artturi I. Virtanen, E. Wichmann und Bb. Lindstrém. 


Mit 5 Figuren im Text. 


Mitteilung aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H. Helsinki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1927.) 


Nachdem durch die ersten Arbeiten iiber die Milchsiure- 
girung von unserem Laboratorium die vollstiindige Analogie 
zwischen der alkoholischen und der Milchsiuregirung haupt- 
siichlich durch folgende Beobachtungen: 


1. fir die Milchsiuregirung ist die Co-Zymase unent- 


behrlich, 
2. die Milchsiuregirung wird durch die Phosphorylierung 
eingeleitet, 


3. das p,-Optimum der Phosphorylierung bei der Milch- 
siuregiirung ist dasselbe (p,, 6,2—6,5) wie bei der alko- 
holischen Girung, 

festgestellt war, sind Arbeiten iiber die Milchsiuregirung von 
dem einen von uns nach verschiedenen Richtungen angeordnet 
worden. Bei diesen Arbeiten sind unsere Milchsiurebakterien, 
Str. lactis und B. casei « fortwiihrend zur Anwendung gekommen. 
Diese Bakterien, welche gut charakterisiert sind, kann man 
als reine Milchsiurebildner betrachten, weil sie etwa 94—97°/, 
Milchsiure vom Zucker produzieren. Die gebildete Milchsiure 
wird nicht weiter veriindert, auch wihrend lingerer Zeit nicht. 
Wenn dazu noch kommt, daB B. casei ¢ (Trockenpraparat) auch 
in Gegenwart von Toluol Zucker vergiirt, kann man unsere 
Bakterien sehr geeignet fiir die Untersuchung des Enzym- 
komplexes, welcher die Milchsiiurebildung aus Zucker hervor- 
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ruft, betrachten. B. casei « und Str. lactis reprisentieren zwei 
verschiedene Typen von Milchsiurebakterien. Das erstgenannte 
hat das Wachstumsoptimum iiber 40°, wichst nicht mehr unter 
30° und bildet inaktive Milchsaéure, der letztgenannte wiichst 
sehr gut bei Zimmertemperatur, hat das Wachstumsoptimum 
bei etwa 30° und bildet rechtsdrehende Milchsiure. Die Zellen 
des B. casei ¢ sind mehr als zehnmal stiirkere Milchsiiurebildner 
als die Zellen des Str. lactis. Das Gewicht dieser ist zwar 
etwa zehnmal kleiner als jener. 

In der vorliegenden Mitteilung wird iiber die Versuche 
mit lebenden Milchsiiurebakterien zur weiteren Charakteri- 
sierung der Milchsiuregiirung berichtet. Bei dieser Arbeit 
wurde bestimmt: 

I. Die Abhingigkeit der Giarung 

1. von der Wasserstoffionenkonzentration, 
2. von der Phosphatkonzentration, 
3. von der Temperatur. 


II. Die Abhingigkeit des Wachstums der Milchsiurebak- 
terien 
1. von der Wasserstoffionenkonzentration, 
2. von der Temperatur. 


Wie aus dieser Zusammenfassung hervorgeht, haben wir 
die Girung und das Wachstum der Bakterien getrennt von- 
einander verfolgt, ein Verfahren, welches der eine von uns 
schon friiher sowohl beziiglich der Milchsiuregirung?), als auch 
des Katalasegehaltes der Bakterien”) angewandt hat. Es scheint 
uns, daB die Arbeiten in dieser Richtung theoretisch und tech- 
nisch wichtige Resultate ergeben werden. 


Die Abhangigkeit der Garung von der Phosphatkonzentration. 


Nach der friiheren Feststellung mit Trockenpriparaten 
von Milchsiurebakterien ist Phosphorsi’ure unentbehrlich bei 
der Milchsiuregirung. Bei den Versuchen mit Trockenpripa- 
raten sind ziemlich konzentrierte Phosphatlisungen (bis 0,6 n.) 





') Diese Zs. Bd. 134, S. 300 (1924). 
*) Biochem. Zs. Bd. 161, S. 9 (1925). 
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in Anwendung gekommen. Das Optimum der Phosphatkonzen- 
tration wurde dabei nicht bestimmt, jedenfalls ging aus den 
Versuchen hervor, daB die Girung auch in den héchsten an- 
gewandten Konzentrationen noch gut verlief. 

Die Abhingigkeit der Girung von der Phosphatkonzen- 
tration bei lebenden Milchsiurebakterien ist friiher genauer nicht 
untersucht worden. Nur Euler und Svanberg’) erwiihnen, 
daB die Girung auf alkalischer Seite durch Phosphat verzégert, 
auf saurer Seite beschleunigt wird. Wir haben nun genaue 
Bestimmungen iiber die EKinwirkung des Phosphats bei opti- 
malem p,, ausgefiihrt. 

Die Methodik bei unseren Versuchen war folgende: Die 
Bakterien wurden in geklarter Molke geziichtet, B. casei « bei 
40° und Str. lactis bei 20—22°. Die Wachstumszeit war im 
allgemeinen etwa 20—24 Stunden, nachdem aus den ersten 
Versuchen hervorging, daB die Garkraft der Zellen nach 2 Tagen 
schon viel schwiicher als nach 1 Tag ist. Die Bakterien wurden 
nun abzentrifugiert, mit Wasser griindlich gewaschen, noch- 
mals abzentrifugiert und dann im Wasser emulgiert. Die er- 
haltene Emulsion kam dann bei den Versuchen zur Anwendung. 

Kine Serie Proberéhrchen, deren Durchmesser etwa 2 cm 
war, wurden nun mit 5ccm der Bakterienemulsion, 10 ccm 
2°/,ige Glucoselésung und 5ccm Wasser oder Phosphatlésung 
von verschiedener Konzentration beschickt, wonach in jedem 
Réhrchen 5 Tropfen Bromkresolpurpur und dann NaOH-Lésung 
bis zu deutlicher Violettfirbung, welche bei p,, = 6,2 eintritt, 
hinzugefiigt wurde. Sobald die Farbe der Lésungen durch 
Siurebildung verblaBt war, wurde sofort NaOH-Lésung aus 
einer Mikrobiirette mit 0,01 ccm Gradierung bis zur urspriing- 
lichen Farbenstiirke hinzugefiigt. Zum Titrieren wurde eine 
ziemlich konzentrierte — etwa 1 n.— NaOH-Lésung angewandt, 
um gréferen Volumenzuwachs zu vermeiden. Nach 2 Stunden 
wurde der Versuch unterbrochen, die Proberéhrchen schnell 
bis zum Sieden erhitzt und die gebildete Milchsiure in den 
Lésungen bestimmt. Aus der zum Neutralisieren angewandten 
NaOH-Lisung war die gebildete Milchsiuremenge nur bis zu 

1) Diese Zs. Bd. 100, S. 148 (1917). 
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einer Phosphatkonzentration von 0,025°/, P,O, zu berechnen. 
Bei héheren Phosphatkonzentrationen war eine besondere Milch- 
siurebestimmung unentbehrlich. Die Milchsiure wurde bei 
einigen Versuchen nach Hirsch-Kauffmann!’), in anderen 
colorimetrisch nach Mendel?) bestimmt. 


Versuche mit B. casei «. 


Bei allen Versuchen mit B. caseie war die Temperatur 
40°. Die Garlésungen wurden sofort nach deutlicher Farben- 
umwandlung mit 0,976n-NaOH bis zu der urspriinglichen 
Farbenstirke zuriicktitriert. In der folgenden Tabelle sind die 
wihrend 2 Stunden gebildeten Milchsiuremengen in mg per 
100ccm Lésung ausgedriickt. Zu bemerken ist, daB das Vo- 
lumen der Giarlésungen durch NaOH-Zusatz nur unbedeutend 
vergroBert wurde. Die Phosphatkonzentration, welche in der 
Tabelle in Prozenten P,O, fiir die ganze Girlésung ausge- 
driickt ist, blieb darum praktisch unverindert wahrend der 
Versuche. In dem Versuch 1 wurde die Milchsiure nach 
Hirsch-Kauffmann, im Versuch2 colorimetrisch nach Mendel 
bestimmt. 





Versuch 1. Versuch 2. 
P.O, Milchsiiure Relative Milchsiiure b anon 
2; ; iirungs- ; iirungs- 
in °, ~ geschwindig- nme —__ geschwindig- 
per 100 cem | keit per 100 ccm — keit 
0,0 120 42,4 251 38,0 
0,0005 125 44,3 “s 
0,001 126 44,5 d 
0,0025 139 49,2 ne - 
0,005 145 51,3 333 50,4 
0,025 151 53,2 - — 
0,1 163 57,7 : 
0,5 207 73,0 417 63,1 
1,0 283 100 661 100 
2.0 205 72,4 564 85,3 
3,0 147 51,9 , ~ 
5,0 128 45,2 _ ~— 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
*) Biochem. Zs. Bd. 164, S, 163 (1926). 
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Aus der Tabelle und der Fig. 1 geht eindeutig hervor, 
daB die Girungsgeschwindigkeit der lebenden Casei- 
Bakterien durch Phosphat bei optimaler Wasserstoff- 
ionenkonzentration stark beschleunigt wird. Das Opti- 
mum der Girung liegt bei einer Phosphatkonzentration ent- 
sprechend 1°/, P,O,. Durch gréBere Phosphatkonzentration 
wird die Girung schon verzégert. Die Girungsgeschwindig- 
keit ohne Phosphat und in einer Phosphatlisung, welche etwa 
5°/, P,O,; enthilt, ist von gleicher GréBenordnung, nimlich 
etwa */, der maximalen Geschwindigkeit. 
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Fig.1. Die Abhaingigkeit der Milchsiuregdrung von der Phosphatkonzentration 
bei optimalem Par 


Versuche mit Str. lactis. 

Die Temperatur war bei diesen Versuchen 30°. Die Saure- 
bildung wurde wihrend 2 Stunden verfolgt. Bei der Zuriick- 
titrierung kam 0,976n-NaOH zur Anwendung. In dem Ver- 
such 1 geschah die Milchsiurebestimmung nach Hirsch- 
Kauffmann, in dem Versuch 2 nach Mendel. 





Versuch 1. Versuch 2. 

P.O Milehsiiure | Relative Milchsiiure | Relative 
2\'5 . | Girungs- ; | Girungs- 
‘n° in mg OC im mg | shwindic- 

0 geschwindig | geschwindig 
per 100 cem keit per 100 ccm | keit 
i 

0,0 71 51,4 191 55,5 
0,005 89 64,5 197 57,3 
0,1 95 69,0 on : 
0,5 105 | 76.1 239 69,5 
1,0 138 100 344 100 
2,0 120 87,0 308 89,6 
5,0 60 43,5 153 44,5 
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Das Optimum der Phosphatkonzentration ist fiir die Garung 
mit Str. lactis also dasselbe wie mit B. casei «. 


Die Abhangigkeit der Garung von der Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Bei diesen Versuchen kam eine Bakterienemulsion in 
Wasser, welche in derselben Weise wie oben hergestellt war, 
zur Anwendung. 

Unsere Absicht war, die Giarungsgeschwindigkeit in den 
glucosehaltigen Bakterienemulsionen ohne Phosphatpuffer durch 
Anwendung von verschiedenen Indicatoren bei bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentrationen titrimetrisch zu verfolgen. Ks 
zeigte sich aber, da diese Methode anwendbar nur bei p,, 
iiber 6 ist. Bei héherer Wasserstoffionenkonzentration werden 
die Bakterien geflockt und zu Boden gesunken, wobei sie gleich- 
zeitig den zugesetzten Indicator zum groBen Teil adsorbieren. 
Bei der sauren Seite, unter p,,6, muBten wir darum die Gi- 
rungsgeschwindigkeit in Pufferlésungen bestimmen. 

Die Versuchsmethodik bei unseren Versuchen war also 
verschieden unter und iiber p,, 6. 


Die Methodik bei p,,6,2 bis 9,5. | 
Zuerst wurde durch besondere Versuche bestimmt, daf 


folgende Indicatoren in unseren Girlésungen deutlich erkenn- 
baren Farbenumschlag bei folgenden p,, geben: 


Indicator Pu 
Bromkresolpurpur . . . . 6,2 
Phemgirott . . ...+.. $8 
mresewet . . ... «is TB 
Phenolphthalein. . . . . 82 
Thymolblau . .... . 8,6 
Alizaringelb . . . . . . 9,4-—9,6 


Diese Indicatoren kamen bei unseren Bestimmungen in 
Anwendung. Es wurde eine Serie etwa 50 ccm fassende Probe- 
réhren mit 10ccm 2°/,iger Glucoselésung und 10ccm Bak- 
terienemulsion beschickt, wonach in jedem Réhrchen 8 Tropfen 
der bzw. Indicatoren zugesetzt wurde. Die Versuchslésungen 
titrierten wir bis zu einer Farbenstiirke, welche der Farbe der 
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entsprechenden Kontrollésung entsprach. Sobald eine deutlich 
erkennbare Farbeninderung in den Girlésungen hervortrat, 
wurden sie bis zu urspriinglicher Farbenstiirke zuriicktitriert. 


Die Methodik bei p,,2,3 bis 6,2. 


Ks wurde eine Serie von */,, m.-Phosphatlésungen mit ver- 
schiedenen p,, hergestellt. Nach Zusetzen von Glucose und 
zum Schlu8 Bakterienemulsion wurde die, Glucose von Zeit 
zu Zeit in Giarlésungen bestimmt und die Milchsiurebildung 
aus dem Verschwinden des Zuckers geschlossen. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration blieb wihrend der Versuche stets un- 
verindert. 

Die Milchsiuregirung wurde also unter p,,=6,2 in phos- 
phathaltiger, iiber p,,=6,2 in phosphatfreier Lisung verfolgt. 
Bei dem Girungsoptimum p,, = 6,2 wurden Versuche sowohl 
in phosphatfreier als phosphathaltiger Lisung ausgefiihrt. Die 
relative Giarungsgeschwindigkeit konnte darum aus unseren 
Bestimmungen berechnet werden. Bei einer Versuchsserie, 
wobei die Girung sowohl auf der sauren, als alkalischen Seite 
in 4/,, m.-Phosphatpuffer verfolgt wurde, war eine geringe Hem- 
mung bei p,,=7,2, stirkere bei p,=8,5 zu finden. 


Versuche mit B. caseie zwischen p,, 6,2 und 9,5. 


Die Milchsiurebildung wurde wihrend 1 Stunde bei 40° 
verfolgt. Bei der Zuriicktitrierung kam 0,083n-NaOH zur 
Anwendung. 

















Versuch 1. Versuch 2. Versuch 3. 
Relative _ | Relative Relative 
NaOH | Girungs- | NaOH Giirungs- | NaOH  Girungs- 
me in cem geschwin- | in cem  geschwin- | in eem, geschwin- 
digkeit digkeit digkeit 
9,5 _ ii 0 0 ee 
8,6 — | - 1,18 58,9 3,51 | 48,5 
8,2 ee ‘ 1,19 54,3 3,78 | 52,8 
7,8 | 0,18 60,0 1,20 54,8 434 | 60,0 
7,3 | 0,22 13,3 1,33 60,7 512 | 70,8 
6,5 ay ie Be ~ 6,65 | 92,0 
6.2 | 0,30 100 219 | 100 7,23 | 100 
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Versuche mit B. casei ¢ zwischen p,, 2,3 und 8,5. 
Die Girung wurde bei diesen Versuchen in */,, mol.- 
Phosphatlésungen von verschiedenen p,,-Werten bei 40° ver- 


folgt. 


Die Lésungen enthielten 0,5°/, Glucose im Anfang. 


Die Glucose wurde nach Bertrand bestimmt. 


Versuch 4. 
















































































Glucose Glucose Relative Glucose Relative. 
im nach Girungs- nach Girungs - 
Pir Anfang 2 Stdn. | geschwin- 4 Stdn. | geschwin- 
in mg in mg digkeit in mg digkeit 
6,2 46 20 100 7,2 100 
5, 47 34 50 21,0 67 
47 36 42.5 29,0 46,4 
Versuch 5. 
Glucose Glucose — 
: iirungs- 
Pu im Anfang nach 2 Stdn. geschwindig- 
in mg in mg keit 
2 AT 5,3 100 
2.9 48 83,5 34,8 
2.6 48,5 40,6 18,9 
Versuch 6. 
Glucose Glucose a 
; in ' iirungs- 
Pr im Anfang nach 2 Stdn. geschwindig- 
in mg in mg keit 
6,2 46 12,0 100 
4.6 AT 29,5 51,5 
2,3 46 45,7 0,8 
Versuch 7. 
Glucose Glucose Glucose a 
. ee ' . iirungs- 
Pr im Anfang nach 1 Stde. nach 2 Stdn. geachwindig- 
in mg in mg in mg keit 
4,3 54,2 47,0 44,8 65,3 
6,4 54, 42.8 39,8 100 
2 54,2 48,0 46,0 56,9 
8.5 54,2 52,0 52,0 15,3 
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Nach den vorstehenden Tabellen ist die p,,-Kurve der 
Milchséuregirung in Fig. 2 gezogen. Die verschiedenen Ver- 
suche haben im groBen und ganzen sehr iibereinstimmende 
Resultate gegeben. 
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Fig.2, B.casei «. Die Abhangigkeit der Girung und des Wachstums von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 
Versuche mit Str. lactis zwischen p, 6,2—9,5. 


Die Milchsiurebildung wurde wihrend 1 Stunde bei 20° 
verfolgt. Die zur Zuriicktitrierung angewendete NaQH-Lésung 
war 0,083 n. 








Versuch 1. Versuch 2. 
Relative Relative 
NaQH Girungs- NaOH | Girungs- 
Pr ineem | geschwindig- ineem | geschwindig- 
| keit | keit 
9,5 0 0 0 | 0 
8,6 | 0,89 | 30,0 
8,2 1,07 | 34,6 1,31 | 33,9 
7,8 1,81 | 58,6 1,94 | 50,1 
7,3 2,37 | 76,7 ce 
6,5 — | - 3,74 | 96,6 
6,2 3,09 | 100 3,87 100 








Versuche mit Str. lactis zwischen p,, 2,9—6,2. 


Die Garung wurde bei diesen Versuchen in 4/,, mol.-Phos- 
phatlésungen von verschiedenen p,,-Werten bei 20° verfolgt. 
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Versuch 3. 
Glucose Glucose ops 
‘ irungs- 
Pu im Anfang nach 2 Stdn. geschwindig- 
im mg in mg keit 
6,2 47 12 100 
4,8 48,5 36 85,7 
4,0 48 39,6 25,7 
Versuch 4, 
Glucose Glucose — 
- iirungs- 
PH as? weit ies siasiains geschwindig- 
a in mg keit 
6,2 44,5 20 100 
4,6 50 40 40,8 
3,4 49 43 24,5 
2,9 50 46,5 14,8 
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Fig. 3. Streptococcus lactis. Die Abhangigkeit der Garung und des Wachstums 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Die Kurve in Fig. 3 veranschaulicht die obigen Versuche 


mit Str. lactis. 


Die Abhingigkeit der Milchsauregirung von der 
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Wasserstoffionenkonzentration ist bei den beiden 
Typen von Milchsaéurebakterien, B. casei e und Str. 
lactis genau dieselbe. 


Die Abhangigkeit der Milchsauregarung von der Temperatur. 


Die Temperaturkurve der Milchsiuregiirung wurde bei 
dem optimalen p,,=6,2 bestimmt. Eine Serie Proberéhrchen, 
enthaltend 10ccm 2°/,ige Glucoselésung, 10 ccm Bakterien- 
emulsion, welche in derselben Weise wie in den friiheren Ver- 
suchen hergestellt war, und 5 Tropfen Bromkresolpurpur wurden 
in groBe Bechergliser, welche Wasser von verschiedener T'em- 
peratur enthielten, eingestellt. Die Temperatur der Wasser- 
biider wurde wahrend der Versuchszeit konstant mit einer Ge- 
nauigkeit von +0,5° gehalten. Nachdem die Girlésungen die 
Temperatur der bzw. Wasserbider angenommen hatten, wurde 
jedem Réhrchen NaOH bis zu p,, 6,2 zugesetzt. Sobald eine 
deutliche Farbeninderung zu bemerken war, wurde die ur- 
spriingliche Farbenstiirke durch Zusetzen von 0,083 n-NaOH- 
Lésung wieder hergestellt. 


Versuche mit B. casei «. 


Die Milchsiurebildung wurde wahrend 25 Minuten bei 
p,, 6,2 verfolgt. 














Versuch 1. Versuch 2. 
Relative | Relative 
Temperatur NaOH Giirungs- NaOH | Girungs- 
in ecm geschwindig- in eem | geschwindig- 
keit | keit 
10° 0 0 on | 
15 0,25 5,9 - | 
20 0,91 21,5 ‘ | ih 
8 1,58 37,4 | _ 
40 2,86 67,5 | “— 
45 3,48 82,3 8,16 | 84 
50,5 4,23 100 9,71 | 100 
55 6,27 | 64,6 
60 - 0 | 0 
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Das Giarungsoptimum des B. casei « liegt also bei etwa 
50 bis 51° Die obere Grenze der Girung liegt bei 58°, wie 
durch einen besonderen Versuch konstatiert wurde. Die Girungs- 
kurve in Fig. 4 veranschaulicht die Versuche. 
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Fig. 4. B. casei «. Die Temperaturkurven der Girung und des Wachstums. 
g g 


Versuche mit Str. lactis. 


Die Milchsiiurebildung wurde wihrend 25 Minuten bei 
P,, = 6,2 verfolgt. 











Versuch 1. Versuch 2. 
| Relative | Relative 
Temporatas NaOH | Giirungs- NaOH Girungs- 
i aie geschwindig- ‘neem | gesehwindig- 
keit | keit 
10° 7 : 0,65 17,7 
14 oa - 1,14 31,0 
20 205 | 48,2 i | ss 
25 2,83 | 66,6 — 
30 4,25 | 100,0 3,67 100,0 ; 
33 “ — 8,55 | 97,7 
37 4,22 99,3 a 
48 2.57 60,5 7 > 
52 = on 0,70 19,0 
5d — - 0 0 
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Das Optimum der Girung mit Str. lactis liegt bei 30°, 
in Ubereinstimmung mit einem friitheren Befunde.') Die 
Temperaturkurven der Milchsiuregirung mit B. casei ¢ 
und Str. lactis sind sowohl beziglich des Optimums, 
als des Maximums und des Minimums unter sich ganz 
verschieden. 


Die Abhangigkeit des Wachstums der Bakterien von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 


Die Vermehrung der Bakterien bei verschiedenen Acidi- 
tiiten wurde in geklarter Molke untersucht. In Flaschen von 
250ccm wurde 100ccm Molke, deren p,, zwischen 5,7—6,0 
variierte, eingebracht. Durch Zusatz von HCl bzw. NaOH 
wurde eine Serie Liésungen mit verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration hergestellt. Nach Sterilisieren bestimmte man 
elektrometrisch unter Anwendung von Biilmans Chinhydrod- 
elektrod p, in den Lésungen, wonach sie mit 1ccm einer 
Molkekultur vom bestimmten Gehalt an der bzw. Bakterienart 
geimpft wurden. Die Bakterien wurden dann nach 3 und 
5 Stunden unter dem Mikroskop gezihlt.”) Zur Kontrolle 
wurden einige Zahlungen von zwei Personen unabhingig von- 
einander ausgefithrt. Die Ubereinstimmung zwischen diesen 
Bestimmungen war stets recht gut. 

Svanberg®) hat friiher eingehende Untersuchungen iiber 
den Zuwachs von B. casei é und Str. lactis bei verschiedenen 
Aciditiiten ausgefiihrt. Es sei schon hier erwaihnt, daB die 
Ubereinstimmung zwischen den Bestimmungen von,Svanberg 
und uns auBerordentlich gut ist. Dieses zeigt, daB zwischen 
den verschiedenen Stimmen von B. casei ¢ und Str. lactis kein 
bedeutender Unterschied beziiglich der Abhbingigkeit des Zu- 
wachses von der Aciditit gibt. Svanberg erwihnt in seiner 
Arbeit auch, daB B. casei « noch bei Phenolphtaleinalkalinitat 
zur Saurebildung fahig ist. 





) Virtanen, Diese Zs. Bd, 134, 8. 300 (1924). 
*) Die Bakterienziihlungen haben Assistentin Frl. Irja Vainio 
und Herr J. Pehkonen ausgefiihrt. 
*) Diese Zs. Bd. 108, S. 120 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVI. 3 
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B. casei «. 


Die Wachstumstemperatur war 42°. Im Anfang der Ver- 
suche enthielten die Liésungen 1,4 Millionen Zellen pro ccm, 














wet " Relative 

: Millionen Zellen per cem Wachstums- 
nach 3Stdn. | nach 5 Stdn. | © keit ‘ 

ee ee 28 
5,99 8,2 | 7,0 man 
5,88 3,2 | 8,4 “_— 
5,37 4,3 | 13,6 - 
4,59 2,6 | 4,9 vi 
3,91 1,6 | 2,9 = 








Die Wasserstoffionenkonzentration der Kulturen war nach 
3 Stunden genau dieselbe wie im Anfang, nach 5 Stunden 
wurden folgende p,-Werte gefunden: 


im Anfang nach 5 Stunden 
6,32 6,27 
5,99 5,88 
5,88 5,82 
5,37 5,33 
4,59 4,51 
3,91 3,91 


Die p,,- Werte sind also noch nach 5 Stunden ziemlich 
dieselben, wie im Anfang. Die Kurve, welche den Zuwachs 
der Casei- Bakterien bei verschiedenen Acidititen darstellt 
(Fig. 2), ist nach den Zihlungen, welche nach 5 Stunden aus- 
gefiihrt wurden, gezogen. Die Zahl der Bakterien war nach 
3 Stunden noch so klein, daB die Zihlungen sehr unsichere 
Werte gaben. Durch einen besonderen Versuch wurde fest- 
gestellt, daB die Casei e- Bakterien noch bei p,,7 sich ver- 
mehren, dab aber bei p,, 7,2 keine Vermehrung mehr stattfindet. 

Der Vergleich zwischen den Kurven, welche die Abhingig- 
keit der Giairung und des Wachstums des B. casei ¢ von der 
Wasserstoffionenkonzentration darstellen, zeigt, daB die Girung 
ihr Optimum bei p,, 6,2 hat und daB die Vermehrung der Zellen 
bei diesem p,, nur ?/, von dem maximalen ist. Bei p,, 7,1, 
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welches die obere Grenze des Zuwachses ist, verlauft die Garung 
noch mit einer Geschwindigkeit, welche mehr als '/, von der 
maximalen ist. Die p,,-Kurven der Gairung mit B. casei « 
und des Wachstums desselben sind also unter sich ganz 


-verschieden. 


Str. lactis. 


Die Versuchstemperatur war 20° Im Anfang enthielten 
die Lésungen 0,47 Millionen Zellen per ccm. 





: Millionen Zellen per com scl 
If . . 
nach 3 Stdn. | nach 5 Stdn. Se 
4,09 0,8 | 1,1 1,3 
ace 2,4 | 12,8 25,0 
5,36 3,9 | 38,2 79,8 
5,78 5,6 | 41,7 100 
6,31 3,9 23,9 49,7 
6,90 2,4 11,9 23,7 
7,52 0,7 1,8 2.8 








Nach 24 Stunden wurde bei p,, 4,1 17,4 Millionen und bei 
P,, 7,02 88,4 Millionen Bakterien gefunden. Str. lactis wichst 
also noch bei diesen Acidititen. 

Aus den Wachstums- und Girungskurven in Fig. 3 ergibt 
sich, da8 die Girungs- und Wachstumsoptima bei Str. lactis 
ziemlich nahe einander liegen. Die Giarung verliuft jedoch 
auch mit Str. lactis gut bei solchen Acidititen, wo kein Zu- 
wachs mehr stattfindet. 


Die Abhangigkeit des Wachstums der Milchsaurebakterien von 
der Temperatur. 

Die Bakterien wurden in geklirter Molke bei optimaler 
Aciditat — B. casei ¢ also bei p,, 5,4 und Str. lactis bei p,, 5,8 — 
bei verschiedenen 'emperaturen geziichtet. Die Zellen wurden 
nach bestimmten Zeiten gezihlt. 


B. casei «. 


Im Anfang der Versuche enthielten die Lésungen 1,3 Mill. 
Zellen per ccm. 


3* 











86 Artturi I. Virtanen, E. Wichmann und B. Lindstrém, 




















stats ; Relative 
Gace Millionen Zellen per ccm Wasiatene- 
| eschwindig- 
nach 5 Stdn. | nach 7 Stdn. | Ppa 
Fe a | ae ae 
30° 27 | 5,0 2,8 
3 12,8 | _ 24,7 
37 17,6 | 32,9 36,8 
42 47,8 | 111,4 100 
45 32,2 | 58,0 66,5 
50 4,6 | 7,8 7,1 
52 0,6 | 0,8 0 





Die relative Wachstumsgeschwindigkeit wurde nach den 
nach 5Stunden ausgefiihrten Bestimmungen berechnet. Nach 
7 Stunden war die Wasserstoffionenkonzentration bei den Tem- 
peraturen von 36—45° schon so stark gestiegen, daB der 
Zellenwachstum dadurch beeinfluBt wurde. Die Kurven in 
Fig. 4 veranschaulichen die Abhingigkeit des Wachstums und 
der Girung von der Temperatur. Man sieht, daB das Opti- 
mum der Garung mit B. casei ¢ bei einer Temperatur (50—51°), 
bei welcher keine nennenswerte Vermehrung mehr stattfindet, 
liegt. Die Temperaturkurven der Giarung und des 
Wachstums sind also ganz verschieden bei B. casei «. 


Str. lactis. 


Im Anfang der Versuche enthielten die Lésungen 1,1 Mill. 
Zellen per ccm. 








Millionen Zellen eel 
Temperatur per ccm geachwindig- 
nach 8 Stdn. keit 
10° 1,5 as 
15 7,4 16,1 
20 9,1 20,6 
25 28,8 71,2 
30 29,8 73,8 
= 40,0 100,0 
36 23,4 57,3 
42 Py 1,5 
45 12 om 
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In der Fig. 5 sind die Temperaturkurven der Girung mit 
Str. lactis und des Wachstums desselben zu finden. Das 
Temperaturoptimum ist etwa dasselbe sowohl fiir die Girung 
als das Wachstum. Die Vermehrung der Zellen ist jedoch 
moglich zwischen viel engeren p,,-Grenzen als die Girung. 


In den oben beschriebenen Versuchen haben wir versucht, 
die Bedingungen der Milchsiuregirung, also enzymatischer Titig- 
keit der Zellen und die Bedingungen des Wachstums, die 
Lebenstatigkeit der Zellen zu bestimmen und miteinander ver- 
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rig. 5. Streptococcus lactis. Die Temperaturkurven der Garung und des Wachstums. 


gleichen. Das Wachstum haben wir aus der Vermehrung der 
Zellen geschlossen. Weil die Milchsiuregirung die normale 
energieliefernde Reaktion bei den Milchsiurebakterien ist, konnte 
man erwarten, dab das Wachstum etwa in derselben Weise 
von verschiedenen Bedingungen abhiingig ist wie die Girung. 
Das stimmt jedoch gar nicht. Im Gegenteil haben wir ge- 
funden, daB die Garung unter Bedingungen, wo keine Ver- 
mehrung der Zellen mehr stattfindet, mit groBer Geschwindig- 
keit verliuft, ja sogar optimal sein kann. Aus unseren Ver- 
suchen ergibt sich also, daB die Enzymtitigkeit, die Garung, 
unabhingig vom Wachstum der Zellen ist, obwohl andererseits 
natiirlich das Wachstum stets mit der Garung verbunden ist. 
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Die Aciditaét- und Phosphatkurven der Girung mit B. casei : 
und Str. lactis sind unter sich ganz gleich. Der Enzymkomplex 
der Giarung ist darum wahrscheinlich in den beiden Bakterien 
derselbe. Die Verschiedenheit der Temperaturkurven zeigt, dal 
der Enzymkomplex in etwaiger Verbindung mit dem Proto- 
plasma steht und daf die Enzymtitigkeit dadurch beeinflub: 
wird. 

Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Abhiangigkeit der 
bakteriellen Milchséuregirung von der Phosphatkonzentration, 
Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur, sowie auch die 
Abhiangigkeit des Wachstums der Milchsiurebakterien von der 
Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur bestimmt. 

Die Garung wird bei dem optimalen p,, durch Phosphat 
stark — etwa 50—60°/, — beschleunigt. Das Optimum der 
Phosphatkonzentration ist fiir die Girung mit B. casei e und 
Str. lactis dasselbe, nimlich 1°/, P,O,. Die Bedeutung der 
Phosphorsaéure bei der Milchsiéuregirung geht auch aus diesen 
Versuchen mit lebenden Milchsiurebakterien deutlich hervor. 

Das p,-Optimum der Milchsiuregirung liegt bei 6,2. Die 
p,,Kurven der Garung mit B. casei e und Str. lactis sind unter 
sich gleich. 

Das Temperaturoptimum der Girung mit B. casei « liegt 
bei 50—51°, mit Str. lactis bei 30° Die Temperaturkurven 
der Girung mit beiden Typen von Milchsiurebakterien sind 
also unter sich ganz verschieden, 

Beim Vergleich der Girung und des Wachstums der Milch- 
siurebakterien miteinander, findet man die Higentiimlichkeit, 
daB die Girung unter Bedingungen, wo keine Vermehrung der 
Zellen mehr stattfindet, sehr stark sein kann. Aus der vor- 
liegenden Arbeit geht z. B. hervor, daB das Giurungsoptimum 
mit B. casei bei etwa 50—51° liegt, und da& die Bakterien 
bei dieser Temperatur sich nicht mehr nennenswert vermehren. 
Bei p,, = 7,2 wichst das B. casei e nicht, die Milchsiuregirung 
verliuft aber bei dieser Aciditit noch mit einer Geschwindig- 
keit von etwa 3/, der optimalen. 





Uber die karotinoiden Farbstoffe der Algen. 
Von 
Harald Kylin. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 


(Eingelaufen am 21. Februar 1927.) 


In zwei jiingst erschienenen Aufsitzen habe ich darauf 
hingewiesen, da in den Chloroplasten der héheren Pflanzen 
vier karotinoide Farbstoffe vorhanden sind, und zwar auBer 
Karotin drei verschiedene Xanthophyllmodifikationen, die Phyllo- 
rhodin, Xanthophyll und Phylloxanthin genannt wurden. 

Das Vorhandensein dieser Farbstoffe wird am einfachsten 
in folgender Weise nachgewiesen. Alkoholische Extrakte 
griiner Blatter werden zum Zwecke der Verseifung des Chloro- 
phylls mit etwas Natronlauge versetzt und dann mit Ather 
ausgeschiittelt. Die atherische Schicht wird ein paarmal mit 
Wasser gewaschen und in eine kleine Glasschale eingegossen. 
Man versetzt die gelbe Atherlésung mit 1—2 Volumen 96°/, igen 
Alkohols. In die so erhaltene Lésung steckt man einen 
Filtrierpapierstreifen in der Weise, da8 der gréBte Teil des 
Streifens in der Luft frei emporragt. Die Lésung wird hinauf- 
gesaugt, und es bilden sich nach einigen Minuten zwei gelbe 
Binder, die in einem Abstand von 6—10mm _ voneinander 
liegen. Das untere Band besteht aus Karotin, das obere da- 
gegen aus Xanthophyll und Phylloxanthin, und zwar in der 
Weise. da der untere Rand dieses Bandes aus Xanthophyll 
besteht, der obere Rand dagegen aus Phylloxanthin. Nach 
und nach tritt zwischen dem Xanthophyll- und dem Karotin- 
bande, im allgemeinen 2—3 mm unterhalb des Xanthophyll- 
bandes, das schmale, rote Phyllorhodinband auf; allmiblich 
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wird indessen dieses Band von dem Xanthophyllbande ver- 
deckt. — Die hier skizzierte Methode, auf welcher sich meine 
Untersuchung iiber die karotinoiden Farbstoffe der Algen in 
erster Linie basiert, werde ich nach Goppelsroeder (1901) 
als eine capillaranalytische Methode bezeichnen (vgl. des 
Naheren Kylin, 1926, 8S. 148). 

Zuerst einige Worte iiber das Phylloxanthin. Dieser 
Farbstoff unterscheidet sich von Xanthophyll besonders da- 
durch, da8 er von verdiinnter Salzsiure ins Blaugriine verfirbt 
wird. Die Farbe einer Xanthophyllésung wird von verdiinnter 
Salzsiure gebleicht, ohne eine Farbverinderung ins Blaugriine 
zu zeigen. In diesem Zusammenhang werde ich iiber drei 
Versuchsserien etwas niher berichten. 

Versuchsserie 1. Wird eine alkoholische oder alkoholisch- 
itherische Lésung der karotinoiden Farbstoffe griiner Pflanzen 
mit so viel Salzsiure versetzt, daB sie davon etwa 1—2°/ 
enthalt, so geht die Farbe nach und nach ins Griine iiber. 
Nach einigen Stunden wird die Lésung unter Zusatz von einer 
hinreichenden Menge Wasser mit Ather ausgeschiittelt. Die 
therische Schicht farbt sich dabei gelb, méglicherweise mit 
einem Stich ins Griine; die wiBrige Schicht wird farblos, oder 
moglicherweise schwach blau. Die atherische Schicht wird 
dann ein paarmal mit Wasser gewaschen; ihre Farbe ist jetzt 
gelb, jeder Stich ins Griine ist verschwunden. Die gelbe 
Atherlésung wird capillaranalytisch untersucht; das Farb- 
diagramm zeigt in normaler Weise ein Karotin- und ein 
Xanthophyllband (von einem spiter auftretenden Phyllorhodin- 
band sehe ich hier ab), aber anstatt des Phylloxanthinbandes 
ein blaugriines Band, und zwar auf dem Platz des normalen 
Phylloxanthinbandes. — Es ist besonders hervorzuheben, dab 
die gelbe Atherlésung neben zwei gelben Bandern auch ein 
blaugriines Band gibt. 

Die oben erwihnte itherische Schicht wird mit etwas 
stirkerer Salzsiure (10—20°/,) ausgeschiittelt. Die Salzsiure 
farbt sich dann schén blau, die itherische Schicht bleibt gelb. 
Diese Schicht wird ein paarmal mit Wasser gewaschen und 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm zeigt ein 
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Karotin- und ein Xanthophyllband, event. auch Spuren eines 
Phylloxanthinbandes. 

Die obenerwihnte blaue Salzsiurelésung wird mit Natron- 
lauge neutralisiert; die Farbe schligt dann ins Gelbe um. 
Beim Ausschiitteln mit Ather farbt sich dieser gelb, die wibrige 
Schicht wird farblos. Die iitherische Schicht wird ein paarmal 
mit Wasser gewaschen und dann capillaranalytisch untersucht. 
Das Farbdiagramm zeigt ein blaugriines bis blaues Band. 
Die gelbe Atherlésung gibt also ein blaugriines Band. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie méchte ich folgender- 
weise erkliren. Das Phylloxanthin wird schon von verdiinnter 
Salzsiiure in irgendeiner Weise verindert; es entsteht ein ver- 
‘indertes Phylloxanthin, welches sich mit der Salzsiure ver- 
bindet und dabei eine blaue Verbindung gibt, wahrscheinlich 
ein Chlorhydrat (vgl. das Fucoxanthin nach den Unter- 
suchungen von Willstatter und Page, 1914, S. 269). Bei 
Zusatz von Wasser wird die Verbindung zerlegt, und das 
veriinderte Phylloxanthin la8t sich mit gelber Farbe in Ather 
hiniiberschiitteln. Aus einer Atherischen Lésung wird das 
verinderte Phylloxanthin augenblicklich von 10—20°/, iger 
Salzsiure mit blauer Farbe aufgenommen. Unverindertes 
Phylloxanthin gibt diese Reaktion nicht. Beim Alkalisieren 
einer blau gefarbten Lésung von verandertem Phylloxanthin 
schligt die Farbe ins Gelbe um, und das verinderte Phyllo- 
xanthin liBt sich dann mit gelber Farbe in Ather hiniiber- 
schiitteln. Bei capillaranalytischer Untersuchung gibt verin- 
dertes Phylloxanthin ein blaues bis blaugriines Band, und 
zwar auf dem Platz des unverainderten Phylloxanthins. 

Versuchsserie 2. Wird eine alkoholische oder alkoholisch- 
itherische Liésung der karotinoiden Farbstoffe griiner Pflanzen 
mit so viel konzentrierter Essigsiure versetzt, daB sie davon 
d0°/, enthalt, so geht die Farbe nach und nach ins Grine 
liber. Die Farbveriinderung beruht wohl, wie bei Zusatz von 
Salzsiiure, darauf, daB die Essigsiiure das Phylloxanthin in 
irgendeiner Weise verindert, und da® das veranderte Phyllo- 
xanthin sich dann mit der Essigsiure verbindet. Die so ent- 
standene Verbindung ist blau. Die in der Versuchsserie |] 
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beschriebenen Ausschiittelungen mit Ather lassen sich auch 
in dieser Versuchsserie tun, aber bedeutend schwieriger. Auf 
die Schwierigkeiten finde ich nicht nétig, hier einzugehen. 

Versuchsserie 3. Man versetzt ein alkoholisches Extrakt 
griiner Blatter mit etwas Natronlauge und schiittelt es dann 
unter Zusatz von einer betrichtlichen Menge Wasser mit 
Petrolither aus. Die gréBeren Mengen der karotinoiden Farb- 
stoffe gehen dabei in die petroliitherische Schicht tiber. Nach 
Auswaschen mit Wasser schiittelt man die petrolitherische 
Schicht mit 50°/,iger Essigsiure; die Kssigsiure bleibt un- 
gefiirbt. Man schiittelt sie dann einmal mit 75°/,iger und 
zweimal mit 90°/,iger Essigsiiure. In diesen Fallen firbt 
sich die Essigsiure gelb, nach und nach firbt sich aber die 
75°/,ige Essigsiure griin, die erste Portion 90°/,iger Hssig- 
siure farbt sich dagegen nur schwach griin, die zweite bleibt 
gelb, méglicherweise mit einem schwachen Stich ins Griine. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie erkliire ich folgender- 
weise. Beim Ausschiitteln mit Essigsiure geht das Phyllo- 
xanthin am leichtesten in die Essigsiure itiber, das Xantho- 
phyll geht etwas schwieriger iiber, das Karotin bleibt zum 
groBten Teil in der petrolitherischen Schicht. Phylloxanthin 
wird nach und nach von der Essigsiure griin bis blau gefirbt, 
Xanthophyll und Karotin bleiben dagegen gelb. Beim Aus- 
schiitteln mit Essigsiure enthalt also das erstere Extrakt 
mehr Phylloxanthin als das letztere und das erstere muB sich 
deshalb kraftiger griin farben als das letztere. 

In ihnlicher Weise wie Phylloxanthin wird auch der 
spezielle Farbstoff der Phaeophyceen, das Fucoxanthin, von 
Saiuren blaugriin bis blau gefiirbt. Fucoxanthin ist aber viel 
empfindlicher als Phylloxanthin. So ist z. B. ein Zusatz von 
Salzsiure zu 0,1°/, véllig hinreichend, um eine Fucoxanthin- 
lésung in einigen Stunden griin zu farben. Eine Phyllo. 
xanthinlisung wiirde sich mit einem so geringen Zusatz vo! 
Salzsiiure kaum nach einem Tage griin gefirbt haben. 

In der oben erwihnten Versuchsserie 1 kénnten wir 
anstatt Phylloxanthin Fucoxanthin einsetzen. Die beschrie- 
benen Reaktionen wiirden in derseiben Weise verlaufen, gleich- 
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giiltig, ob Phylloxanthin oder Fucoxanthin vorhanden wiire. 
Bei capillaranalytischer Untersuchung gibt eine gelbe Liésung 
yon veraindertem Fucoxanthin in derselben Weise wie eine 
gelbe Lisung von veriindertem Phylloxanthin ein blaugriines 
bis blaues Band. 

Nach Willstaitter und Page (1914, S. 256) besitzt das 
Fucoxanthin schwach basische Kigenschaften, und zwar im 
Gegensatz zu Karotin und Xanthophyll, die keine basischen 
Kigenschaften haben. Eine itherische Fucoxanthinlésung wird 
nimlich von 30°/,iger Salzsiure sofort entfarbt und die saure 
Schicht wird prachtvoll blauviolett. Ich erlaube mir hier eine 
etwas andere Meinung hervorzufiihren, und zwar folgende: 
Unveriindertes Fucoxanthin besitzt keine basischen Eigen- 
schaften; unter dem Hinflu8 von Saiuren wird aber das Fuco- 
xanthin veraindert; das veriinderte ucoxanthin besitzt basische 
Kigenschaften. Aus einer Verbindung von Fucoxanthin und 
Salzsiure bekommt man nimlich beim Alkalisieren nicht un- 
verindertes Fucoxanthin wieder, sondern nur veridndertes. 
Diese Tatsache ist schon von Willstitter und Page (1914, 
S. 270) beobachtet worden. - 

Das Fucoxanthin wird aber nicht nur von Siiuren, sondern 
auch von Alkalien verindert. Behandelt man namlich eine 
alkoholische Fucoxanthinlésung mit verdiinnter Natronlauge, 
wird sie beim Kochen schnell, bei Zimmertemperatur nach 
einigen Minuten in irgendeiner Weise verindert, so dab die 
Farbe nach Zusatz von Siure bis zu saurer Reaktion augen- 
blicklich griin wird (Kylin, 1912, S. 228). Durch Alkali ver- 
andertes Fucoxanthin laBt sich mit gelber Farbe in Ather 
hiniiberschiitteln. Die Farbe des veriinderten Fucoxanthins ist 
indessen mehr blaBgelb als die des unveriinderten. Bei capillar- 
analytischer Untersuchung gibt die gelbe Lésung des durch 
Alkalien verinderten Fucoxanthins ein blaugriines Band, und 
zwar auf dem Platz des unveriinderten Fucoxanthins. — Kine 
Lisung yon Phylloxanthin wird von verdiinnter Natronlauge 
nicht verindert. 

Willstatter und Stoll (1910) haben nachgewiesen, dah 
die chlorophyllfihrenden Pflanzen ein besonderes Enzym, 
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Chlorophyllase, besitzen, welches das natiirliche Chlorophyll, 
das Phytylchlorophyllid, in Athylchlorophyllid iiberfiihrt, wenn 
die Pflanzen in Athylalkohol extrahiert werden. Capillar- 
analytisch ist das Athylchlorophyllid leicht nachweisbar; es 
bildet namlich ein griines Band unmittelbar oberhalb des 
Xanthophyllbandes. Das Band des natiirlichen Chlorophylls 
liegt unmittelbar unterhalb des Xanthophyllbandes (Kylin, 
1926, 8. 150). Es gibt enzymreiche und enzymarme Pitlanzen. 
Bei den ersteren tritt das obere Chlorophyllband schon 
nach einer Extraktionszeit von 2 Stunden deutlich auf, bei 
den letzteren tritt es sogar nach einer Extraktionszeit von 
2 Tagen nicht auf. Eine Mittelstellung nehmen die miafig 
enzymreichen Pflanzen ein (vgl. Kylin, 1926, S. 151). 

In bezug auf den Reichtum der Meeresalgen an Chloro- 
phyllase habe ich nebenbei einige Beobachtungen gemacht. 
So sind die Chlorophyceen Ulva lactuca und Entero- 
morpha intestinalis als mafig enzymreich zu bezeichnen. 
Unter den Rhodophyceen sind folgende besonders enzymarm: 
Porphyra laciniata, Nemalion multifidum, Furcel- 
laria fastigiata, Chondrus crispus, Cystoclonium pur- 
purascens, Ceramium rubrum, Polysiphonia violacea | 
und Odonthalia dentata. Besonders enzymreich ist dagegen 
Dilsea edulis. Mit dieser Alge wurde folgender Kontroll- 
versuch gemacht. Fein zerschnittenes, frisches Material wurde 
in zwei Portionen geteilt und mit 96°/,igem Alkohol iiber- 
gossen. Die eine Portion wurde zum Sieden erhitzt, die 
andere nicht. Nach einem Tage war im Extrakt der ersten 
Portion kein Athylchlorophyllid nachweisbar, im Extrakt der 
zweiten Portion waren dagegen die gréBten Chlorophyllmengen 
zu Athylchlorophyllid umgewandelt. Unter den Cyanophyceen 
habe ich Calothrix scopulorum untersucht. Die Alge er- 
wies sich als enzymreich. Die untersuchten Phaeophyceen 
Fucus vesiculosus, Laminaria digitata und Pylaiella 
litoralis sind alle enzymarm. 

Schon von Stokes (1864, S. 144) wurde behauptet, dai 
sowohl die héheren Pflanzen als die griinen Algen zwei Chloro- 
phyllmodifikationen haben. Diese Behauptung ist von Will- 
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stitter bestatigt worden. Nach Stokes (1864, S, 145) fehlt 
bei den Phaeophyceen die gelbgriine Chlorophyllmodifikation 
und Sorby (1873) behauptet, daB auch die Rhodophyceen und 
die Cyanophyceen dieser Chlorophyllmodifikation entbehren. 
Willstatter nannte die blaugriine Modifikation Chlorophyll a 
und die gelbgriine Modifikation Chlorophyll b, und hat nach- 
gewiesen, dal bei den hoheren Pflanzen sehr regelmifig 
2 Teile Chlorophyll a auf 1 Teil Chlorophyll b vorhanden sind; 
die untersuchte Griinalge Ulva lactuca war dagegen relativ 
reich an der Komponente b, etwa 4 Teile der Komponente a 
auf 3 Teile der Komponente b (Willstitter und Page, 
1914, S. 253). Nach den Untersuchungen von Willstatter 
und Page (1914, S. 245) besteht das Chlorophyll der Phaeo- 
phyceen fast ausschlieBlich aus der Komponente a; von Chloro- 
phyll b sind nur Spuren zu beobachten, héchstens 5°/,. 

In diesem Zusammenhang méchte ich eine briefliche 
Mitteilung von Marchlewsky im Jahre 1912 mitteilen. An- 
liBlich meines Aufsatzes ,,Uber die griinen und gelben Farb- 
stoffe der Florideen“, in welchem ich nicht angeben konnte, 
ob das Florideenchlorophyll aus einer oder zwei Komponenten 
bestehe, bot sich Marchlewsky an, wenn ich ihm etwas 
Material sandte, die Frage zu entscheiden. Mein Material 
war getrocknetes Ceramium rubrum und die Ergebnisse 
Marchlewskys waren, da8 Neochlorophyll (= Chlorophyll a) 
vorhanden war, da8 aber Allochlorophyll (= Chlorophyll b), 
wenn tiberhaupt, héchstens in Spuren vorkime. 

Aus den Literaturangaben scheint mir folgende Schlub- 
folgerung . berechtigt: in den griinen Chloroplasten sind be- 
trachtliche Mengen der beiden Chlorophyllkomponenten a und b 
vorhanden, in den braun, rot oder blaugriin gefiirbten Chloro- 
plasten kommt dagegen hauptsichlich die Komponente a vor, 
von der Komponente b dagegen héchstens Spuren. 

Stokes (1864, S. 145) behauptet, daB bei den Phaeo- 
phyceen eine dritte Chlorophyllmodifikation vorhanden wire. 
Diese Modifikation wird von Sorby (1873, 8. 454) Chlorofucin, 
von T'swett (1906, S. 240) Chlorophyllin y genannt. Nun ist 
es indessen von Willstatter und Page (1914, S. 244) nach- 
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gewlesen worden, daf diese Modifikation keinen natiirlichen 
Farbstoff darstellt, sondern daB sie durch eine noch unbekannte 
Reaktion, durch eine Zersetzung des Chlorophylls, gebildet wird. 

Da ich bei meinen Untersuchungen iiber die Phaeo- 
phyceen frisches Material und kiirzere Extraktionszeit ge- 
braucht habe, sind meine Extrakte frei von Chlorofucin ge- 
wesen. Kin paarmal habe ich es aber capillaranalytisch nach- 
weisen kénnen. Dies geschieht am besten in folgender Weise. 
Ein alkoholisches Extrakt wird mit Petroliither unter Zusatz 
von einer betrachtlichen Menge Wasser ausgeschiittelt. Chloro- 
phyll und die gré8ten Mengen von Fucoxanthin gehen dabei 
in die petrolatherische Schicht iiber. Chlorofucin und gerin- 
gere Fucoxanthinmengen werden in kolloidaler Form in der 
alkoholisch-wiBrigen Schicht ausgefiillt. Bei Gegenwart von 
betrichtlicheren Mengen von Chlorofucin wird dieses teilweise 
zwischen den beiden Schichten niedergeschlagen. Die alko- 
holisch-wiBrige Schicht wird dann mit Ather ausgeschiittelt, 
und die atherische Schicht nach Zusatz von etwas Alkohol 
capillaranalytisch untersucht. Es bilden sich dann bei Vor- 
handensein von Chlorofucin in erster Linie zwei Binder, und 
zwar das gelbbraune Fucoxanthinband und unmittelbar ober- 
halb dieses ein griines Band aus Chlorofucin. Dieses Band 
bietet zwei Eigentiimlichkeiten dar. Erstens nimmt es beim 
Trocknen des Farbdiagramms eine gelbbraune Farbe an, die 
im hohen Grade an die Farbe der lebenden Braunalgen er- 
innert, um bei Anfeuchten mit Wasser oder Alkohol augen- 
blicklich wieder griin zu werden; ein Chlorophyllband bleibt 
beim Trocknen griin. Zweitens wird es von 20°/,iger Salz- 
siure schnell stark gelb gefirbt, die gelbe Farbe verbleicht 
aber nach und nach; ein Chlorophyllband verfairbt sich unter 
Kinwirkung von Salzsiure ins Braune. — Das Fucoxanthin- 
band wird von 20°/,iger Salzsiiure sogleich blaugriin gefirbt. 
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Die Untersuchungen, auf denen sich der hier vorliegende 
Aufsatz basiert, wurden im Juli 1925 angefangen, und zwar 
mit dem Auftreten reicher Mengen von einer Peridiniumart 
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in emem der Teiche des hiesigen botanischen Gartens. Die 
Peridiniumart wurde eingesammelt und in bezug auf ihre 
karotinoiden Farbstoffe untersucht. In demselben Teich traten 
Ende Juli und Anfang August desselben Jahres reiche Mengen 
von Kuglena sanguinea auf. Diese Alge wurde ebenfalls 
eingesammelt und in bezug auf ihre roten Farbstoffe unter- 
sucht. Im August 1925 und in den Sommermonaten Juni bis 
August 1926 dehnte ich dann meine Untersuchungen auf die 
karotinoiden Farbstoffe der Meeresalgen aus, und zwar an der 
zoologischen Station Kristineberg an der Westkiiste Schwedens. 
Komplettierende Untersuchungen sind spiter an dem hiesigen 
botanischen Laboratorium ausgefiihrt worden. 


Griine Algen. 


Ks scheint mir hinreichend, in diesem Zusammenhang 
zwei historische Angaben anzufiihren, und zwar folgende: 
Stokes (1864, S. 145) behauptet, daB das Chlorophyll der 
griinen Algen in derselben Weise wie das Chlorophyll der 
héheren Pflanzen von zwei gelben Farbstoffen begleitet sei. 
Willstatter und Page (1914, S. 253) haben nachgewiesen, 
daB in der Griinalge Ulva lactuca Karotin und Xantho- 
phyll vorhanden sind. Die Mengen sind quantitativ bestimmt 
worden. 

Meine eigenen Untersuchungen beziehen sich in erster 
Linie auf Enteromorpha intestinalis. Das frische, aus- 
gepreBte Material wurde dreimal, jedesmal 1 Tag, in Alkohol 
bei Zimmertemperatur extrahiert. Die Extrakte wurden mit 
Natronlauge versetzt und dann mit Ather ausgeschiittelt. 
Nach dem Auswaschen mit Wasser wurden die ‘itherischen 
Schichten mit etwas Alkohol versetzt und capillaranalytisch 
untersucht. Die erhaltenen Farbdiagramme zeigten, daB auBer 
Karotin drei Xanthophyllmodifikationen vorhanden waren, und 
zwar in fibnlicher Weise wie bei den héheren Pflanzen Phyllo- 
rhodin, Xanthophyll und Phylloxanthin (vgl. die Einleitung 
dieses Aufsatzes).. Das Phyllorhodinband tritt immer etwas 
spater als das Karotin- und das Xanthophyll-Phylloxanthin- 
band auf. In den Farbdiagrammen des ersten Extraktes trat 
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unmittelbar oberhalb des Phylloxanthinbandes ein unbedeu- 
tendes, blaugriines Band auf; dieses reprisentiert durch Alkali 
verandertes Fucoxanthin, ein Farbstoff, der aus Verunreini- 
gungen von Diatomeen herriihrt. 

Des weiteren habe ich Ulva lactuca untersucht. Es 
gelang mir, vollig reines Material zu bekommen. Die Farb- 
diagramme waren denen der héheren griinen Pflanzen vollig 
thnlich. Noch zwei griine Algen habe ich untersucht, und 
zwar Prasiola sp. und Spirogyra sp., und ohne Schwierig- 
keiten waren auBer Karotin die drei Xanthophyllmodi- 
fikationen Phyllorhodin, Xanthophyll und Phylloxanthin nach- 
weisbar. Phyllorhodin scheint immer in geringeren Mengen 
als die iibrigen karotinoiden Farbstoffe vorhanden zu sein. 


Rhodophyceae. 


In einem friitheren Aufsatz (1911, S. 113) habe ich nach- 
gewiesen, daf Karotin und Xanthophyll bei den Rhodophyceen 
vorkommen. Als Material diente getrocknetes Ceramium 
rubrum. In den Extrakten war aber auch Fucoxanthin vor- 
handen, und zwar wahrscheinlich wegen Verunreinigung von 
Diatomeen. — Geschichtliche Angaben sind aus meinem 
friiheren Aufsatz zu entnehmen. 

Als Material meiner neuen Untersuchungen diente in 
erster Linie frisches Ceramium rubrum, und zwar teils aus 
einer Tiefe von 1m, teils aus einer Tiefe von etwa 10 m. 
Das Material aus der letzten Lokalitit war ziemlich frei von 
Diatomeen. Die beiden Materialsorten wurden jede fir sich 
in Alkohol bei Zimmertemperatur extrahiert; und zwar jede 
Sorte dreimal. Die Extrakte wurden dann in gewdhnlicher 
Weise zum Zwecke einer capillaranalytischen Untersuchung 
der karotinoiden Farbstoffe behandelt. In den Farbdiagrammen 
des Materials aus 1m Tiefe war das blaugriine Band des 
verinderten Fucoxanthins ziemlich kriftig, in denjenigen des 
Materials aus 10 m Tiefe war dieses Band dagegen unbedeu- 
tend, was ja darauf hindeutet, daB die Diatomeen fiir dieses 
Band verantwortlich waren. AuBerdem waren zwei gelbe 
Binder vorhanden, ein Karotinband und ein Xanthophyllband. 
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Dieses letztere schien aber homogen zu sein, d.h. es war 
kein Farbenunterschied zwischen dem oberen und dem unteren 
Rande dieses Bandes vorhanden. Das Xanthophyllband griiner 
Pflanzen zeigt einen solchen Unterschied, indem der obere 
Rand rein gelb ist, der untere dagegen mehr orangegelb. Das 
Xanthophyilband von Ceramium wurde von 20°/,iger Salz- 
siure nicht ins Griine verfairbt, sondern blieb lange unver- 
‘indert, um nach und nach zu verbleichen. Der obere Rand 
des Xanthophyllbandes griiner Pflanzen, welcher aus Phyllo- 
xanthin besteht, wird von 20°/,iger Salzsiiure unmittelbar griin 
gefarbt, der untere aus Xanthophyll bestehende Rand zeigt 
diese Farbverinderung nicht, sondern verhalt sich wie das 
homogene Xanthophyllband bei Ceramium. 

Aus den oben erwahnten Tatsachen ziehe ich die Schlu8- 
folgerung, daB Phylloxanthin bei Ceramium rubrum nicht 
vorkommt. Die Farbdiagramme von Ceramium haben des 
weiteren dargelegt, daB Phyllorhodin nur in sehr geringen 
Mengen vorhanden ist; ich habe nur unbedeutende Phyllo- 
rhodinbinder bekommen. Beim Verdampfen atherischer Lé- 
sungen der karotinoiden Farbstoffe erhielt ich Krystalle zweiter 
Art, die mit den von Willstitter beschriebenen Karotin- 
und Xanthophyllkrystallen iibereinstimmten. 

In jungen Thallusteilen von Odonthalia dentata und 
Dilsea edulis habe ich ein vdéllig reines, diatomeenfreies 
Material gefunden. Die Farbdiagramme dieser beiden Rot- 
algen zeigten iiberhaupt kein blaugriines Band. Das Xantho- 
phyllband erwies sich als homogen und wurde von 20°/,iger 
Salzsiure nicht ins Griine verfirbt. Phylloxanthin fehlt dem- 
nach, Karotin lieB sich selbstverstiindlich leicht nachweisen. 
Kin besonders kriftiges Phyllorhodinband wurde in den Farb- 
diagrammen von Odonthalia beobachtet, in denjenigen von 
Dilsea war dagegen ein Phyllorhodinband nur mit Schwierig- 
keit nachweisbar. 

Die jungen Thallusteile von Furcellaria fastigiata und 
Polyides rotundus lieSen sich nur sehr langsam in Alkohol 
extrahieren. rst nach einer Woche bekam ich eine ver- 
wendbare Lisung. Als karotinoide Farbstoffe wurden Karotin 
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und Xanthophyll nachgewiesen. Phylloxanthin fehlte; Fuco- 
xanthin war in den Extrakten nicht vorhanden. 

Brongniartella byssoides und Polysiphonia vio- 
lacea konnte ich nicht diatomeenfrei erhalten. Die Farb- 
diagramme zeigten demnach das blaugriine Band des_ ver- 
inderten Fucoxanthins. Karotin, Xanthophyll und geringe 
Mengen Phyllorhodin wurden nachgewiesen. Phylloxanthin 
fehlte. 

Die oben erwihnten Rotalgen gehéren alle zu den sogen. 
diplobionten Florideen. Unter den haplobionten Florideen 
habe ich Nemalion multifidum untersucht. Das Material 
war nicht véllig diatomeenfrei. Karotin, Xanthophyll und ge- 
ringe Mengen Phyllorhodin wurden nachgewiesen; Phyllo- 
xanthin war nicht vorhanden. 

Unter den Bangiaceen habe ich Porphyra laciniata 
untersucht. Es gelang mir, diatomeenfreies Material zu _ be- 
kommen. Karotin, Xanthophyll und geringe Mengen Phyllo- 
rhodin wurden nachgewiesen; Phylloxanthin dagegen nicht. — 
Ks ist schon von Sorby (18738, S. 458) behauptet worden, 
daB ,,yellow xanthophyll“ (= Phylloxanthin) bei Porphyra 
nicht vorkommt. 

Meine Untersuchung hat also ergeben, daB die Rhodo- 
phyceen auBer Karotin nur zwei Xanthophyllmodifikationen 
haben, und zwar Phyllorhodin und Xanthophyll. Die bei den 
hoheren Pflanzen und bei den griinen Algen vorkommende 
dritte Modifikation, das Phylloxanthin, fehlt bei den Rotalgen. 


Cyanophyceae. 

Nach Nageli (1849, S. 7) gibt es von den Farbstoften 
(von dem Phycochrom) der Cyanophyceen zwei Hauptnuancen: 
eine blaugriine (Phycocyan) und eine orangefarbige (Phyco- 
xanthin); es sei aber méglich und wahrscheinlich, daB das 
Phycochrom nicht einen, sondern mehrere chemische Stotie 
oder Verbindungen repriisentiere. Schon einige Jahre vor 
dieser Auseinandersetzung von Nigeli hatte Kiitzing (1843, 
S. 20) nachgewiesen, da’ die Cyanophyceen einen besonderen, 
wasserlésiichen, blauen Farbstoff, das Phycocyan, enthalten. 
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Die erste Angabe iiber das Vorkommen von Chlorophyll bei 
den blaugriinen Algen verdanken wir Cohn (1867, S. 14). 

Durch die Untersuchungen von Kraus und Millardet 
(1868, S. 26) wurde es sichergestellt, daB ein karotinoider 
Karbstoff bei den Cyanophyceen vorhanden ist, Die beiden 
Forscher nannten diesen Farbstoff Phycoxanthin, und sie 
glaubten denselben Farbstoff auch bei den Diatomeen nach- 
gewiesen zu haben. Im Jahre 1869 (S. 60) behauptete 
Millardet, daB Phycoxanthin auch bei den Phaeophyceen 
vorkomme. 

Die Identit’t des Phycoxanthins der Phaeophyceen und 
desjenigen der Diatomeen mit dem Cyanophyceenphycoxanthin 
wurde indessen schon von Askenasy (1869, S. 790) be- 
stritten; dieser Forscher schlug vor, das Phycoxanthin der 
beiden ersten Algengruppen Diatomin zu nennen. Dieser 
Name hat sich aber in der Literatur nicht eingebiirgert, 
sondern anstatt dessen der von Sorby (1873, S. 461) vor- 
geschlagene Name Fucoxanthin. 

Kraus (1872, 8. 110) gibt an, daB das Phycoxanthin der 
Cyanophyceen mit dem Xanthophyll der héheren Pflanzen 
nicht identisch ist. Diese Angabe wird von Sorby (i873, 
S. 457) bestatigt. Dieser Forscher hat auch das Vorkommen 
von Karotin bei den Cyanophyceen nachgewiesen (a, a. O., 
S. 458). 

Weiter legen einige Angaben iiber die Cyanophyceen- 
farbstoffe von Reinke (1876, S. 405) vor. Er betont beson- 
ders, daB man zwei Modifikationen von Phycoxanthin an- 
nehmen miisse, und zwar Oscillarienphycoxanthin und Fucus- 
phycoxanthin. Und schlieBlich hat Monteverde (1893, S. 177) 
nachgewiesen, da8 ein Alkoholauszug aus Oscillaria Chloro- 
phyll, Karotin und Phycoxanthin enthilt. 

Nach den Literaturangaben wiren also bei den Cyano- 
phyceen zwei karotinoide Farbstoffe vorhanden, und zwar 
Karotin und Phycoxanthin. Dieser letztere Farbstoff wire 
weder mit dem Xanthophyll der héheren Pflanzen, noch mit 
dem Fucoxanthin der Braunalgen oder der Diatomeen iden- 
tisch, und durch meine Untersuchungen ist es mir auch zu 
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bestitigen gelungen, daB Phycoxanthin weder mit Xanthophyll, 
noch mit Fucoxanthin identisch ist. Es scheint mir aber 
nicht zweckmiBig, den Namen Phycoxanthin beizubehalten, 
und zwar, weil der so dhnlich lautende Name Fucoxanthin 
sich auf einen genau untersuchten karotinoiden Farbstoff bei 
den Braunalgen bezieht. Ich werde deshalb anstatt Phyco- 
xanthin den Namen Myxorhodin benutzen. 

Bei meinen Untersuchungen iiber die karotinoiden Farb- 
stoffe der Cyanophyceen habe ich frisches Material von Calo- 
thrix scopulorum gebraucht. Das Material wurde aus- 
gepreBt und dann bei Zimmertemperatur in Alkohol extra- 
hiert. In jeder Serie wurde das Material wenigstens viermal, 
jedesmal 1 Tag, extrahiert. Die Extrakte sind nach verschie- 
denen Vorbereitungen capillaranalytisch untersucht worden. 

Die alkoholischen Ausziige wurden zuerst direkt capillar- 
analytisch untersucht. Die Farbdiagramme zeigten das Vor- 
handensein von Chlorophyll und Karotin mit der normalen 
Lage der resp. Bander. In den schwicher alkoholischen Aus- 
ziigen konnte ein oberes Chlorophyllband nachgewiesen werden 
(vgl. die KHinleitung) Oberhalb des normalen Chlorophyll- 
bandes war ein farbloser Zwischenraum von etwa 1 mm, dann 
folgte ein rotes bis ziegelrotes, etwa 1—2 mm breites Band, 
dies ist das Band des Myxorhodins (vgl. oben), und unmittel- 
bar oberhalb dieses ein braunrotes, etwa 1—2 mm breites 
Band; dieses Band wird von einem Membranfarbstoff verur- 
sacht; die Zellwinde von Calothrix scopulorum sind braun 
gefirbt. -- Man bemerke den farblosen Zwischenraum zwischeu 
dem Chlorophyllband und dem Myxorhodinband. Dieser Raw 
stellt den Platz des Xanthophyllbandes dar. Xanthophyll felt 
bei Calothrix scopulorum. 

Die alkoholischen Ausziige sind nicht rein griin, sondern 
immer mehr oder weniger gelbbraun bis olivbraun verfirbt. 
Sie sind von alkoholléslichen Membranfarbstoffen verunreinist. 
Diese Stoffe sind aber leicht zu entfernen. Schiittelt mau 
einen alkoholischen Auszug mit Ather unter Zusatz von eine? 
hinreichenden Menge Wasser, so gehen alle Farbstoffe in dic 
iitherische Schicht iiber; die alkoholisch-waBrige Schicht wird 
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beinahe farblos. Setzt man nun ein paar Tropfen Natronlauge 
hinzu und schiittelt die beiden Schichten kraftig durch, so 
werden die Membranfarbstoffe mit brauner Farbe von der 
alkoholisch-waBrigen Schicht aufgenommen. Das Chlorophyll 
wird von einer so geringen Menge Natronlange nicht zersetzt, 
sondern bleibt zusammen mit den karotinoiden Farbstoffen in 
der atherischen Schicht zuriick. Nach der Entfernung der 
Membranfarbstoffe ist die atherische Schicht schén griin ge- 
farbt. Bei capillaranalytischer Untersuchung sind jetzt Chloro- 
phyll, Karotin und Myxorhodin leicht nachweisbar. Das obere 
Chlorophyllband, welches etwa dieselbe Lage als das rotbraune 
Band des oben erwihnten Membranfarbstoffes einnimmt, tritt 


jetzt auch gut hervor. — Wird ein alkoholischer Auszug von 


Calothrix scopulorum unter Zusatz von einer betrichtlichen 
Menge Wasser mit Petrolither ausgeschiittelt, so fallen die 
Membranfarbstoffe zwischen den beiden auftretenden Schichten 
aus; die petrolatherische Schicht ist schén griin gefirbt. 

Zum Zwecke einer weiteren Untersuchung wurde ein 
starkes alkoholisches Extrakt mit etwas Natronlauge versetzt 
und dann mit Ather ausgeschiittelt. Die iitherische Schicht, 
die ein paarmal mit Wasser auszuwaschen ist, zeigte eine rote 
bis orangerote Farbe; erst bei starker Verdiinnung wurde die 
Farbe orangegelb bis gelb. Die Farbdiagramme zeigten aufer 
den oben erwihnten Karotin- und Myxorhodinbiindern, und 
zwar zwischen diesen beiden, ein kraftiges ziegelrotes Band, 
im allgemeinen 3—4 mm unterhalb des Myxorhodinbandes. 
Dieses neue Band entspricht seiner Lage nach einem Phyllo- 
rhodinband; es zeigt keinen Farbenumschlag bei Behandlung 
mit 20°/,iger Salzsiure und stimmt also auch in dieser Hin- 
sicht mit einem Phyllorhodinbande iiberein, ist aber nicht rein 
rot wie das Phyllorhodinband, sondern ziegelrot. Den Farb- 
stoff, der das in Rede stehende Band bedingt, werde ich 
Kalorhodin nennen. 

Bei Behandlung mit 20°/,iger Salzsiure hat es sich er- 
wiesen, daB der obere Rand des Myxorhodinbandes unmittel- 
bar griin gefarbt wird; der untere Rand zeigt dagegen nicht 
diese Farbreaktion, wird aber allmiiblich gebleicht. Das 
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Myxorhodinband besteht demnach aus zwei Farbstoffen, dic 
ich als a@- und f-Modifikationen bezeichnen werde, und zwar 
diejenige als 8-Modifikation, die sich unter Einwirkung yon 
verdiinnter Salzsiure ins Griine verfirbt. — Die beiden Modi- 
fikationen bilden getrennte Bander, wenn man bei der Aut. 
nahme der Farbdiagramme das Gefi8 mit der Farbstofflisuneg 
in ein 10—15 cm hohes Becherglas hineinsetzt. 

Wird eine alkoholisch-atherische Lésung der karotinoiden — 
Farbstoffe aus Calothrix mit so viel Salzsiure versetzt, dai 
sie davon etwa 5°/, enthilt, so farbt sich die Lésung allmih- 
lich griin. Beim Ausschiitteln mit etwas stirkerer Salzsiurc 
firbt sich die saure waBrige Schicht blau; die idtherische 
Schicht wird orangefarbig. Die saure Schicht farbt sich beim 
Alkalisieren gelb und der Farbstoff liBt sich dann mit gelber 
Farbe in Ather hiniiberschiitteln. Vgl. die Angaben iiber 
Phylloxanthin und Fucoxanthin in der Einleitung dieses 
Aufsatzes. 

Wird ein alkoholisches Extrakt aus Calothrix mit Natron- 
lauge versetzt und dann unter Zusatz von betrichtlichen Mengen 
Wasser mit Petrolither ausgeschiittelt, so erhilt man eine 
orangerot gefarbte petrolaitherische Schicht. Diese Schicht wir 
einigemal mit Alkohol ausgeschiittelt und die so erhaltenen 
alkoholischen Lésungen capillaranalytisch untersucht. Die Farb- 
diagramme zeigen die drei Binder von Karotin, Kalorhodin 
und Myxorhodin. Das Myxorhodinband wird aber jetzt nicht 
von 20°/, iger Salzsiiure griin gefarbt. Das Myxorhodin / hat 
sich also nicht in Petrolither hiniiberschiitteln lassen. Ubrigens 
laBt sich auch Myxorhodin ¢ nur mit Schwierigkeit in Petrol- 
ther hiniiberschiitteln. Die gréBeren Myxorhodinmengen bleiben 
bei einer Ausschiittelung mit Petrolither in der alkoholisch- 
wiBrigen Schicht zuriick, lassen sich aber aus dieser mit Ather 
herausschiitteln. 

LiBbt man alkoholische Extrakte von Calothrix einige 
Tage in Porzellanschalen offen stehen, so erhilt man Nieder- 
schlige, in denen rote Krystalle zweier Art zu beobachten sind, 
und zwar teils rhombische Tafeln, teils Drusen aus kleinen 
Nadeln. Ahnliche Krystalle findet man, wenn man iitherische 
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Lisungen nach dem Entfernen des Chlorophylls durch Zusatz 
von Natronlauge verdampfen l4Bt. Die Krystalldrusen, die 
aus Myxorhodin, méglicherweise mit Kalorhodin gemischt, be- 
stehen, lésen sich leicht in Alkohol, die tafelférmigen Kry- 
stalle sind in Alkohol schwerldéslich, lésen sich aber leicht in 
Ather und lassen sich aus alkoholischen Atherlésungen gut 
umkrystallisieren, Die Krystalle stimmen in bezug auf Form 
und Farbe und ihre metallischen Reflexe mit Karotinkrystallen 
iiberein. Nach dreimaligem Umkrystallisieren waren aber die 
letzten Beimischungen von Kalorhodin nicht entfernt. Das 
Furbdiagramm zeigte nimlich auBer einem kriftigen Karotin- 
band noch ein unbedeutendes Kalorhodinband, dagegen kein 
Myxorhodinband. — Die aus Myxorhodin bestehenden Krystall- 
drusen lisen sich leichter in Alkohol als in Ather; in Petrol- 
iither sind sie unléslich, oder wegen farbloser Beimischungen 
ein wenig léslich. 

Wahrend des Extrahierens frischen Materials von Calo- 
thrix in schwachem Alkohol krystallisiert das Myxorhodin in 
Drusen oder einfachen Nadeln aus. Diese Beobachtung liegt 
folgendem Versuch zugrunde. 100 g frisches, ausgeprebtes 
Material wurde mit 100 ccm 96°/,igem Alkohol und dazu noch 
200 ccm 50°/,igem versetzt. Nach 1 Tag waren Krystalle von 
Myxorhodin vorhanden. Das Extrakt wurde zuerst durch ein 
Siebtuch, das die Krystalle passieren lie8, dann in normaler 
Weise filtriert. Der abfiltrierte Farbstoff wurde dann ein 
paarmal aus warmem Alkohol umkrystallisiert. Die capillar- 
analytische Untersuchung der Lésung zeigte, daB beide Myxo- 
rhodinmodifikationen vorhanden waren. Die alkoholische Li- 
sung wurde spektroskopisch untersucht. Es zeigte sich, daB 
zwei Absorptionsbiander im Griinen bis Blauen vorhanden waren. 
Die entsprechenden Binder des Karotins liegen im Blauen. Die 
Binder des Myxorhodins sind so weit nach dem roten Ende 
des Spektrums verschoben, daB das erste Band des Karotins 
etwa zwischen den beiden Biandern des Myxorhodins liegt. 

Oben ist schon mehrmals darauf hingewiesen worden, daB 
die alkoholischen Extrakte aus Calothrix scopulorum von 
Membrantarbstoffen verunreinigt sind, und die capillarana- 
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lytische Untersuchung der starker alkoholischen Ausziige haben 
erwiesen, daB es zwei solche Farbstoffe gibt. Der eine dieser 
Stoffe bildet ein rotbraunes Band unmittelbar oberhalb des 
Myxorhodinbandes, der andere dagegen ein schwarzbraunes 
Band unmittelbar oberhalb des Karotinbandes. Bei laingerer 
Zeit der Aufsaugung des Farbstoffes verbreitet sich das letz- 
tere Band diffus unterhalb des Karotinbandes. Denjenigen Farb. 
stoff, der das rotbraune Band oberhalb des Myxorhodinbandes 
erzeugt, werde ich Fuscorhodin nennen, und denjenigen, der das 
schwarzbraune Band etwa auf dem Platz des Karotinbandes 
bildet, nenne ich Fuscochlorin. Das Fuscorhodinband wird bei 
Behandlung mit 20°/,iger Salzsiure unmittelbar griin gefirbt, 
das Fuscochlorinband verandert bei einer solchen Behandlung 
nur unbedeutend seinen schwarzbraunen Farbton. Bei lingerer 
Zeit der Aufsaugung der Farbstoffe entsteht unmittelbar ober- 
halb des Fuscorhodinbandes ein gelber Saum, der von Salz- 
siure nicht veraindert wird. Der hier hervortretende Farbstoti 
ist weder ein Membranfarbstoff noch ein karotinoider Farbstoff. 

Fiir die Untersuchung der Membranfarbstoffe wurde das- 
jenige Material verwendet, welches zum Gewinn der karotinoi- 
den Farbstoffe schon mehrmals in Alkohol extrahiert worden 
war. Das Material wurde wieder in Alkohol extrahiert. Die 
Ausziige waren jetzt tief rotbraun, und ihre Farbdiagramme 
zeigten wesentlich nur die Bander des Fuscorhodins und des 
Fuscochlorins. 

Beim Konzentrieren alkoholischer Extrakte krystallisieren 
die beiden Farbstoffe. Fuscochlorin bildet dabei Prismen oder 
dicke, schmale, langgestreckte T’afeln mit ziemlich quer ab- 
gehauenen Enden. Krystalle, die miteinander ein Kreuz bilden, 
kommen bisweilen vor. Die Krystalle sind je nach der Grife 
schwarzbraun, braun, gelbbraun oder gelb. Fuscorhodin kry- 
stallisiert in Drusen, die aus grauvioletten, zugespitzten Tafeln 
bestehen. 

Fuscochlorin ist in Alkohol schwerldslicher als Fusco- 
rhodin, und ist in folgender Weise leicht in reiner Form zu 
erhalten. Das Material wird in warmem Alkohol extrahiert, 
der rotbraune Auszug noch hei abfiltriert und in einer offenen 
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Porzellanschale die Nacht iiber stehen gelassen. Das Fusco- 
chlorin krystallisiert dabei und bildet einen schwarzen Nieder- 
schlag am Boden der Schale. Der Niederschlag wird durch 
einige Umkrystallisierungen aus warmem Alkohol weiter ge- 
reinigt. 

Fuscochlorin lést sich bei Zimmertemperatur in Alkohol und 
Ather ziemlich schwer, in Ather schwerer als in Alkohol. Die 
Lésungen sind griin bis graugriin. In Wasser und Petrol- 
‘ither ist Fuscochlorin unléslich. 

Einige wichtigere Reaktionen betreffs des Fuscochlorins 
mégen hier kurz erwihnt werden. 

Die griine Farbe einer alkoholischen Liésung von Fusco- 
chlorin veraindert sich bei Einwirkung von verdiinnter Salz- 
siure ins Rote. Die Verainderung geschieht nicht augenblick- 
lich, sondern fordert eine gewisse Zeit. Wird z. B. 10ccm 
von der Lésung mit einem Trépfchen 20°/,iger Salzsiure ver- 
setzt, so ist die Farbveranderung nach 1 Minute vollendet. 
Kssigsiure ruft dieselbe Verinderung hervor, wirkt aber be- 
deutend langsamer, indem die Veriinderung erst nach ein paar 
Stunden vollendet ist. Aus der sauren Liésung JaBt sich das 
verinderte Fuscochlorin in Ather mit roter Farbe hiniiber- 
schiitteln. Wird die dabei erhaltene atherische Schicht mit 
20°/, iger Salzséure geschiittelt, geht wenigstens ein Teil des 
Farbstoffes mit gelbbrauner Farbe in die Salzsiure iiber. 

Beim Zusatz einer geringen Menge Natriumcarbonat wird 
die griine Alkohollésung des Fuscochlorins sofort gelbbraun bis 
rotbraun. Die Léslichkeit des Farbstoffes in Alkohol wird 
dabei in hohem Grade vergréfert, beim Konzentrieren der Lé- 
sung krystallisiert aber der Farbstoff wieder aus. Werden die 
Krystalle abfiltriert und mit Alkohol gewaschen, lassen sie 
sich wieder in warmem Alkohol mit griiner Farbe lésen. Ent- 
halt eine alkoholisch- wiBrige Lésung von Fuscochlorin nur 
sehr geringe Mengen Natriumcarbonat, lat sich der Farbstoff 
mit griiner Farbe in Ather hiniiberschiitteln, enthilt eine solche 
Lisung dagegen betrichtliche Mengen Natriumcarbonat, bleibt 
der Farbstoff mit gelbbrauner Farbe in der alkoholisch-wiBrigen 
Schicht, geht aber mit griiner Farbe in die fitherische Schicht 











58 Harald Kylin, 


iiber, wenn man gréBere Mengen Wasser hinzufiigt, oder das 
Natriumcarbonat vorsichtig mit einer Siure zersetzt. Die obey 
erwaibnten Tatsachen erklire ich folgenderweise. Fuscochlorin 
besitzt saure Eigenschaften, und seine alkoholische Liésung 
gibt schon bei Zusatz von Natriumcarbonat eine Natriumver- 
bindung. Diese ist in Alkohol léslicher als das freie Fusco- 
chlorin. In Wasser ist sie unléslich, Ihre Farbe ist gelb- 
braun bis rotbraun. Die Natriumverbindung 1&Bt sich nicht 
in Ather hiniiberschiitteln, so lange es in der Lésung eine 
hinreichende Menge Natriumcarbonat gibt, bei Erniedrigung der 
Carbonatmenge wird aber die Natriumverbindung dissoziiert, 
und das freie Fuscochlorin geht mit griiner Farbe in dic 
itherische Schicht iiber. 

Unter Einwirkung von Natronlauge wird Fuscochlorin in 
irgendeiner Weise veriindert. Die griine Alkohollésung des 
Fuscochlorins fairbt sich nach Zusatz von Natronlauge gelb- 
braun bis rotbraun. Der Farbstoff laBt sich jetzt nicht in 
Ather hiniiberschiitteln, wird aber die Natronlauge vorsichtig 
neutralisiert, geht er in die atherische Schicht iiber, indessen 
nicht mit griiner Farbe, sondern mit roter. Nur wenn mai 
die médglich geringsten Mengen von Natronlauge verwendet, 
laBt sich das Fuscochlorin nach vorsichtigem Ansiuern wiede: 
mit griiner Farbe in Ather hiniiberschiitteln. Es wurde oben 
erwihnt, daB eine freie Siiure das Fuscochlorin verindert, so 
da8 die Lésung rot wird, und nun ist auch nachgewiesen worden, 
daB freie Alkalien das Fuscochlorin veriindern. Das durch 
freie Alkalien verinderte Fuscochlorin stellt wahrscheinlich 
ein Alkalisalz des durch freie Siuren verinderten Fusco- 
chlorins dar. 

Und nun einige Worte iiber das Fuscorhodin. Dieser Far)- 
stoff kann aus der Mutterlauge nach dem Auskrystallisieren 
des Fuscochlorins dargestellt werden. Am besten wird die 
Mutterlauge mit Ather ausgeschiittelt, wobei das Fuscorhodin 
mit purpurroter Farbe von der itherischen Schicht aufgenommen 
wird. Beim Konzentrieren der Atherlésung krystallisiert der 
Farbstoff aus, und kann dann durch Umkrystallisieren aus ithe- 
rischen oder alkoholisch-iitherischen Lésungen gereinigt werden. 
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Fuscorhodin lést sich leicht in Alkohol und Ather mit 
purpurroter Farbe. In Wasser und Petroliither ist es unlés- 
lich. EKinige wichtigere Reaktionen mégen hier kurz erwihnt 
werden. 

Geringe Mengen Salzsiiure verindern die Farbe nicht. 
Aus iuBerst schwach sauerer Lésung kann das Fuscorhodin 
sogar wieder in unverinderter Form auskrystallisieren. Stiir- 
kere (10—20°/, ige) Salzsiure veriindert die Farbe voriiber- 
gehend ins Griine, dann ins Gelbbraune. Wird eine itherische 
Fuscorhodinlésung mit 20°/, iger Salzsiure ausgeschiittelt, so 
gehen wenigstens die gréferen Farbstoffmengen mit gelb- 
brauner Farbe in die Salzsiure iiber. Bei Zusatz von Wasser 
geht der Farbstoff mit rotbrauner Farbe wieder in die iithe- 
rische Schicht iiber. 

Wird eine alkoholische Lésung von Fuscorhodin mit etwas 
Natriumcarbonatlésung versetzt, so veriindert sich ihr Farbton 
ein wenig; der Farbton wird nach und nach mehr braun. 
Beim Ausschiitteln mit Ather bleibt jetzt der Farbstoff in der 
alkoholisch-wiBrigen Schicht, nach vorsichtigem Ansiiuern geht 
er aber in die iitherische Schicht iiber, nun indessen nicht mit 
roter Farbe, sondern mit griiner. Das Fuscorhodin hat sich 
also unter der Kinwirkung von Natriumcarbonat in irgendeiner 
Weise veriindert. Wird die griine, iitherische Schicht mit 
20°/,iger Salzsiiure geschiittelt, so nimmt die Salzsiure den 
arbstoff mit gelbbrauner Farbe auf. Bei Zusatz von Wasser 
geht der Farbstoff mit rotbrauner Farbe in die iitherische 
Schicht iiber. 

Natronlauge veriindert das Fuscorhodin schneller als 
Natriumearbonat. Versetzt man aber die alkoholische Fus- 
corhodinlésung mit sehr geringen Mengen Natronlauge und 
arbeitet rasch, so liBt sich der Farbstofi nach vorsichtigem 
Ansiiuern mit griiner Farbe in die iitherische Schicht hiniiber- 
schiitteln (vgl. oben). Verwendet man etwas gréBere Mengen 
Natronlauge und arbeitet weniger rasch, so geht der Farbstoff 
nach yorsichtigem Ansiiuern mit rétlicher Farbe in die iithe- 
rische Schicht tiber. Die Verinderung des Farbstoffes ist im 
letzteren Falle weiter fortgeschritten als im ersteren. 
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Da ich nur geringe Farbstoffmengen zur Verfiigung gehaht 
habe, habe ich nichts weiteres tiber die Membranfarbstotic 
Fuscochlorin und Fuscorhodin mitzuteilen. Wahrscheinlich 
sind sie in chemischer Hinsicht miteinander nahe verwandt, 


Phaeophyceae. 


Durch die Untersuchungen von Tswett (1906), Czapek 
(1911), Kylin (1912) und Willstatter und Page (1914) wissen 
wir, daB es in den Braunalgen auBer dem besonderen Farb- 
stoff Fucoxanthin auch Karotin und Xanthophyll gibt. Der 
Name Fucoxanthin ist von Sorby (1878, 8. 461) gegeben 
worden, und zwar anstatt des Namens Phycoxanthin, das sich 
auf Farbstoffe sowohl bei den Phaeophyceen und den Diato- 
meen als bei den Cyanophyceen bezieht; vgl. die Auseinander- 
setzung in diesem Aufsatz unter Cyanophyceae. In bezug au! 
historische Angaben tiber die Farbstoffe der Phaeophyceen 
verweise ich auf meinen friiheren Aufsatz (1912). 


Strittig ist die Frage, ob das Xanthophyll der Braunalgen 
mit dem Xanthophyll der héheren Pflanzen identisch sei oder 
nicht. Czapek, Kylin und Willstitter haben eine solche 
Identitat angenommen; Tswett (1906, 8S. 240) nennt das Xan- 
thophyll der Braunalgen Fucoxanthophyll, und _ beabsichtigt 
wohl, damit zu sagen, daB das Fucoxanthophyll mit dem Xan- 
tophyll der héheren Pflanzen nicht identisch sei. Einige 
Unterschiede zwischen den beiden Modifikationen werden in- 
dessen nicht erwihnt. 


Die folgenden Experimente sind mit Extrakten bei Zimmer- 
temperatur aus frischem Material von Fucus vesiculosus, 
Laminaria digitata und Pylaiella litoralis ausgefiihrt 
worden. In bezug auf die karotinoiden Farbstoffe gibt es 
keinen qualitativen Unterschied zwischen den obenerwahnten 
Braunalgen. In den ersten, mehr wasserhaltigen Extrakten 
ist hauptsachlich Fucoxanthin vorhanden, spiitere Extrakte 
enthalten aufer Fucoxanthin auch Chlorophyll und Karotin. 
Diese 3 Farbstoffe sind in den starker alkoholischen Ausziigen 
capillaranalytisch leicht nachweisbar. Das Fucoxanthinband 
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beginnt sich in einem Abstand von 2—3 mm oberhalb des 
Chlorophyllbandes zu bilden. Der Farbe nach ist es gelbbraun, 
und wird besonders dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei 
Behandlung mit 20°/, iger Salzsiure sehr schnell ins Blaugriine 
verfarbt. Zwischen dem Chlorophyll- und dem Fucoxanthin- 
band sollte eigentlich ein Xanthophyllband auftreten. Die 
Xanthophyllmengen sind aber bei den Braunalgen ziemlich 
gering, und ehe sich noch ein Xanthophyllband hat bilden 
kénnen, ist der anfangliche Abstand zwischen den Chlorophyll- 
und Fucoxanthinbindern von Chlorophyll und Fucoxanthin be- 
setzt worden. Setzt man indessen die kleine Glasschale mit 
Farbstofflésung in einen gréBeren, etwa 10—15 cm _ hohen 
Glasbecher hinein, so werden die Farbstoffbinder weiter von- 
einander getrennt, und es gelingt dann ein gelbes Band zwischen 
dem Chlorophyll- und dem Fucoxanthinband nachzuweisen. 
Versetzt man einen alkoholischen Auszug aus Braunalgen, 
um das Chlorophyll zu verseifen, mit etwas Natronlauge, wird 
das Fucoxanthin in irgendeiner Weise verindert (vgl. die Kin- 
leitung dieses Aufsatzes). Es liBt sich freilich noch zusammen 
mit den iibrigen karotinoiden Farbstoffen in Ather iiber- 
schiitteln, bei capillaranalytischer Untersuchung der gelben 
Atherlésung gibt aber das verinderte Fucoxanthin ein blau- 
griines Band, und zwar auf dem Platze des unveriinderten 
Fucoxanthins. Ist Karotin in der Liésung vorhanden, nimmt 
es auf dem Farbdiagramm seinen normalen Platz ein. Un- 
mittelbar unterhalb des blaugriinen Fucoxanthinbandes bildet 
sich nach und nach ein gelber Saum, der ein Xanthophyll- 
band darstellt. (Hier ist aber zu bemerken, da’ man die 
Natronlauge sorgfiltig entfernen mui. Sind Spuren Natron- 
lauge vorhanden, werden diese in den Filtrierpapierstreifen 
heraufgesogen, und das blaugriine Fucoxanthinband firbt sich 
dann gelb.) Unmittelbar oberhalb des blaugriinen Fucoxanthin- 


bandes bildet sich ein ziegelroter Saum, der allmihlich bis zu. 


1mm breit werden kann. Dieser ziegelrote Saum verindert 
sich bei Behandlung mit 20°/, iger Salzsiure nicht unmittelbar. 
Nach 3 Minuten ist die Farbe aber schwiicher geworden; nach 
10 Minuten ist sie grau, nach 20—30 Minuten blaugrau, nach 
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1 Stunde blaugriin und hat dann die Farbe des Bandes dos 
verinderten Fucoxanthins angenommen. 

Beim Ausschiitteln eines alkoholischen Auszuges mit 
Petrolither unter Zusatz von betrichtlichen Wassermengey 
gehen die gréBten Fucoxanthinmengen in die petrolitherische 
Schicht iiber; wird diese Schicht mit Alkohol ausgeschiittelt, 
so geht das Fucoxanthin wieder in die alkoholische Schichit 
iiber. Das durch Natronlauge verainderte Fucoxanthin lif: 
sich nur in betrachtlich geringeren Mengen als das unver- 
inderte Fucoxanthin in die petrolitherische Schicht hiniiber- 
schiitteln; leicht geht es aus einer petrolitherischen Schicht 
in eine alkoholische iiber. Bei capillaranalytischer Unter- 
suchung zeigt eine so erhaltene, alkoholische Lésung ein Farb- 
diagramm mit dem blaugriinen Bande des verinderten Fuco- 
xanthins und unmittelbar darunter ein Xanthophyllband. Der 
obenerwahnte ziegelrote Saum oberhalb des blaugriinen Bande; 
fehlt aber. Der Farbstoff, der dieses Band bedingt, l&Bt sich 
naimlich nicht in Petrolather hiniiberschiitteln. Er bleibt in 
der alkoholisch-wiBrigen Schicht, kann aber von Ather daraus 
aufgenommen werden. In den mit Natronlauge nicht behan- 
delten Extrakten ist dieser Farbstoff nicht nachweisbar. [is 
scheint, als ob er bei der Alkalibehandlung entstehen wiirde. 

Aus einer petroliitherischen Schicht laBt sich das _ ver- 
inderte Fucoxanthin voéllig entfernen, wenn man diese Schiclit 
mit einer schwach saueren, alkoholisch-waBrigen Lésung schiitteli. 
Die sauere Schicht farbt sich dann blau. Die Siiure kann 
sogar mit einem saueren Phosphat ersetzt werden. Schiittelt 
man die petrolitherische Schicht mit einer wiBrigen Loésung 
eines saueren Phosphats, so wird das verinderte Fucoxant!iu 
in Form blauer Flocken zwischen den beiden Schichten nieder- 
geschlagen. Diese Beobachtung habe ich dazu verwendet, um 
eine Lésung der karotinoiden Farbstoffe der Braunalgen zu 
erhalten, aus welcher jede Spur von Fucoxanthin entfernt 
worden war. Erst in einer solchen Lésung ist es méglicl, 
capillaranalytisch sicher zu entscheiden, ob eine oder mehrere 
Xanthophyllmoditikationen in den Phaeophyceen vorhanden sind, 

Kine petrolitherische Schicht, die auBer Karotin und Xan- 
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thophyll etwas verindertes Fucoxanthin enthielt, wurde dem- 
nach mehrmals mit einer wiBrigen Lésung von Natriummono- 
phosphat geschiittelt, bis keine blauen Flocken mehr ausgefiillt 
werden, dann mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat ge- 
trocknet, filtriert und bei Zimmertemperatur abgedampft. Der 
Riickstand wurde in etwas Ather geldst, die Lésung mit Al- 
kohol versetzt und dann capillaranalytisch untersucht. Die 
Farbdiagramme zeigten 2 Bander, ein Karotinband und ein 
Xanthophyllband. Das letztere war in derselben Weise heterogen 
wie bei den héheren Pflanzen. Der obere Rand war nimlich 
mehr reingelb als der untere, und wurde von 20°/, iger Salz- 
siure unmittelbar griin gefarbt; der untere Rand gab diesen 
Karbumschlag nicht. Es ist demnach nachgewiesen, daB bei 
den Braunalgen 2 Xanthophyllmodifikationen vorkommen, die 
sich capillaranalytisch und in ihrer Beziehung zu 20°/, iger 
Salzsiure so verhalten, wie Xanthophyll und Phylloxanthin 
der héheren Pflanzen. Phyllorhodin konnte dagegen bei den 
Braunalgen nicht nachgewiesen werden. 

Aus verdiinntem Alkohol krystallisiert das Fucoxanthin in 
regelmaBigen 6 seitigen T'afeln ;Willstatter und Page, 1914, 
S. 262). Solche Krystalle habe ich folgenderweise hergestellt, 
Was frische, zerschnittene Material wurde mit soviel Kubik- 
zentimeter 96°/,igem Alkohol versetzt, wie sein Gewicht in 
Gramm betrug, und dann noch soviel 50°/,igem Alkohol, dab 
das Material von der Extraktionsfliissigkeit véllig bedeckt 
wurde. Nach 2 Tagen, bei Zimmertemperatur, filtrierte ich den 
Auszug ab, und lieB ihn in einem offenen Becherglas mehrere 
Tage ruhig stehen, Dabei krystallisierte das Fucoxanthin in 
6seitigen Tafeln aus. In stirker alkoholischen Ausziigen wird 
die Krystallisation durch eine Menge farbloser Beimischungen 
verhindert, die beim Konzentrieren der Ausziige in Form von 
amorphen K6érnchen ausfallen und dabei das Fucoxanthin ab- 
sorbieren. 

Die in der obenerwihnten Weise hergestellten Fuco- 
xanthinkrystalle wurden in Alkohol gelést, und die Liésung 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm zeigte nur 
das normale gelbbraune Fucoxanthinband. Die Lésung wurde 
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dann mit Natronlauge behandelt, und in gewodhnlicher Weise 
mit Ather ausgeschiittelt. Nach Auswaschen mit Wasser und 
Zusatz von etwas Alkohol wurde die gelbe iitherische Liésung 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm zeigte das 
blaugriine Band des verinderten Fucoxanthins; unmittelbar 
oberhalb dieses trat der schon obenerwihnte ziegelrote Saum aut, 

Die obenerwihnte Tatsache deutet meiner Meinung nach 
darauf hin, daB die Verinderung des Fucoxanthins bei Be- 
handlung mit Natronlauge darin bestehe, da8 sich das Farb- 
stoffmolekiil in zwei neue farbige Produkte spalte, von denen 
das eine bei capillaranalytischer Untersuchung ein blau- 
griines, das andere ein ziegelrotes Band gebe. Der blau- 
griine Anteil besitzt stark basische Eigenschaften, und gibt 
mit Siuren blaue Verbindungen. In alkalischer Liésung ist er 
gelb. Der ziegelrote Anteil hat keine basischen Kigenschaften, 
wird aber von verdiinnter Salzsiure in irgendeiner Weise all- 
miihlich verindert und wird dann basisch (vgl. das Phyllo- 
xanthin und unveriindertes Fucoxanthin). Aus einer atherischen 
Lésung, die durch Alkali verindertes Fucoxanthin enthiilt, 
laBt sich der blaugriine Anteil durch Ausschiitteln mit 10 bis 
15°/, iger Salzsiure entfernen; in der iitherischen Schicht ist 
der ziegelrote Anteil, eventuell nebst Karotin und Xantho- 
phyll, capillaranalytisch leicht nachweisbar. Der ziegelrote 
Anteil lit sich aus alkalischer Alkohollésung in Ather, niclit 
aber in Petrolither hiniiberschiitteln. 

Bei meinen Untersuchungen hat es sich ergeben, dat 
2 Modifikationen von Fucoxanthin vorkommen. Die oben be- 
sprochene Modifikation werde ich Fucoxanthin @ nennen, dic 
neue nenne ich Fucoxanthin £. Diese letztere bildet bei 
capillaranalytischer Untersuchung ein gelbes Band etwa 1 bis 
2mm oberhalb des gelbbraunen Bandes von Fucoxanthin «. 
Das Band von Fucoxanthin # wird von verdiinnter Salzsiiure 
violett bis blauviolett gefiirbt, und ist empfindlicher als das 
Band der Modifikation @ Bei der Untersuchung der Emp- 
findlichkeit verwendet man am besten eine 1°/, ige Salzsiiure- 
lésung. Die Farbveriinderungen verlaufen schneller in dew 
Bande des Fucoxanthins § als in dem des Fucoxanthins «. 





Uber die karotinoiden Farbstoffe der Algen. 65 


Von 20°/, iger Salzsiure wird das Band des Fucoxanthins 9 
schlieBlich véllig entfarbt. 

Von der #-Modifikation des Fucoxanthins scheinen nur 
geringe Mengen vorhanden zu sein. Der Nachweis geschieht 
in folgender Weise. Ein alkoholisches Extrakt wird unter Zu- 
satz von betrichtlichen Mengen Wasser mit Petrolither aus- 
geschiittelt. Die gréBten Mengen der Modifikation «@ gehen in 
die petroliatherische Schicht iiber, die Modifikation 9 bleibt in 
kolloidaler Form in der alkoholisch-wiBrigen Schicht zuriick, 
liBt sich aber aus dieser mit Ather ausschiitteln. Bei der 
capillaranalytischen Untersuchung der iitherischen Liésung (mit 
etwas Alkohol versetzt) bekommt man Farbdiagramme, welche 
die Binder der beiden Fucoxanthinmodifikationen zeigen. Ist 
Chlorofucin in der Lésung vorhanden, bildet sich ein griines 
Band zwischen den beiden Fucoxanthinbiindern (vgl. die Ein- 
leitung). 

In derselben Weise als Fucoxanthin « verandert sich auch 
Fucoxanthin # bei Behandlung mit Natronlauge. Von den 
beiden neuen Produkten ist das eine blauviolett, das andere 
gelb; das gelbe Band bildet sich bei capillaranalytischer 
Untersuchung unmittelbar oberhalb des blauvioletten. Diese 
Tatsachen werden folgenderweise dargelegt. Die alkoholisch- 
wiBrige Schicht nach dem Ausschiitteln mit Petrolither (vgl. 
oben) wird mit etwas Natronlauge versetzt und dann mit 
Ather geschiittelt. Nach dem Auswaschen mit Wasser versetzt 
man die itherische Schicht mit etwas Alkohol, und untersucht 
die Liésung capillaranalytisch. Die erhaltenen Farbdiagramme 
zeigen von unten nach oben folgende gefirbte Binder: blau- 
griin, ziegelrot, blauviolett, gelb. Die Bander liegen unmittelbar 
nebeneinander: nicht selten ist aber der obere Rand eines 


unteren Bandes von dem unteren Rand eines oberen Bandes 
bedeckt. 
Diatomeae. 

In bezug auf die Farbstoffe der Diatomeen hat schon 
Kiitzing (1844, 8. 23) drei besonders wichtige Beobachtungen 
gemacht: erstens, daB diese Algen beim Trocknen griin werden, 
zweitens, daB sie sich bei der Einwirkung von Salzsaiure schén 
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griin farben (dies deutet auf das Vorkommen von Fucoxanthin 
hin), drittens, daB Alkohol einen griinen Farbstoff extrahiert, 
der sich ganz als Chlorophyll verhilt. 

Nach Nageli (1849, S. 8) soll bei den Diatomeen nur ein 
einziger Farbstoft vorhanden sein; er wird Diatomin genannt. 
Die Angabe, daB dieser Farbstoff von Salzsiure schén blau- 
griin gefarbt wird, deutet indessen darauf hin, daB Nageli in 
erster Linie das Fucoxanthin in den Hinden gehabt hat. 

Askenasy (1867, S. 237) teilt mit: erstens, daB die Di- 
atomeen keinen Farbstoff an Wasser abgeben, zweitens, dai 
sie einen gelbbraunen, alkoholléslichen Farbstoff haben. In 
einen spiteren Aufsatz (Askenasy, 1869, S. 787) wird teils 
auf das Vorkommen von Chlorophyll hingewiesen, teils darauf, 
daB der gelbbraune Farbstoff der Diatomeen mit einem aus 
Fucus gewonnenen gelbbraunen Farbstoff in gewissen EKigen- 
schaften tibereinstimmt. 

Kraus und Millardet (1868, S. 32) sind zu dem Resul- 
tate gekommen, daB 2 Farbstoffe in den Diatomeen vorhanden 
sind, und zwar ein griiner, Chlorophyll, und ein gelber, Phy- 
coxanthin. Der letztere wire mit einem Cyanphyceenfarbstofi 
identisch. Nebelung (1878, S. 394) hat ebenfalls das Vor- 
kommen von 2 Farbstoffen, einem griinen und einem gelben, in 
den Diatomeen nachgewiesen. Nach diesem Forscher wire 
aber der gelbe Diatomeenfarbstoff mit dem Phycoxanthin der 
Cyanophyceen nicht identisch. 

Das Vorkommen von Karotin in den Diatomeen ist von 
Tammes (1900) und Kohl (1902) durch die Kalimethode von 
Molisch nachgewiesen worden. Nach Kohl wire das Diatomin 
(oder Phycoxanthin) der ilteren Autoren nichts anderes als 
Karotin mit einem anderen, braunlichgelbem Farbstoff, wahr- 
scheinlich #-Xanthophyll, gemischt. 

Die letzten Mitteilungen iiber die Farbstoffe der Diatomeen 
sind von Molisch (1905, 8. 139) gegeben worden. Dieser hat 
die Angabe von Askenasy, daB die Diatomeen keinen Farb- 
stoff an Wasser abgeben, bestitigt. ,,Den Diatomeen fehlt also 
jenes Chromogen, welches bei den Phaeophyceen postmortal 
den braunen im Wasser léslichen Farbstoff (Phycophiin) 
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liefert.« (Molisch, 1905, 8. 141). Weiter hat Molisch nach- 
gewiesen, daf die Diatomeen in ihnlicher Weise wie die Braun- 
algen griin werden, wenn man sie mit Alkohol, heiBem Wasser, 
Ather, heiBer Luft usw. abtétet. Durch diese Beobachtung 
veranlaBt, hat Molisch die Theorie aufgestellt, daB die Di- 
atomeen (und die Phaeophyceen) kein griines Chlorophyll 
haben, sondern anstatt dessen eine braune Chlorophyllmodi- 
tikation, die Phaeophyll genannt wird, und welche beim Ab- 
titen der Alge in griines Chlorophyll umgewandelt werde. 
Diese Theorie ist betreffs der Braunalgen von Willstitter 
und Page (1914, S. 238) widerlegt worden, und sie diirfte 
wohl betreffs der Diatomeen nicht richtiger sein als betreffs 
der Phaeophyceen. In bezug auf die Erklirung des Griin- 
werdens der Braunalgen beim Abtéten ist es hinreichend auf 
die Auseinandersetzung von Willstatter und Page _ hinzu- 
weisen. Die von diesen Forschern gegebene Erkliirung diirfte 
auch fiir das Griinwerden der Diatomeen gelten. — Auberdem 
wire nach Molisch in den Diatomeen (wie in den Phaeophy- 
ceen) ein besonderer Stoff, Leukocyan, vorhanden, der bei Be- 
handlung mit verdiinnter Salzsiure blaugriin gefarbt wiirde, 
und dann Phaeocyan gebe. Das Leukocyan von Molisch 
ist aber nichts anders als Fucoxanthin. 

Bei meinen Untersuchungen iiber die Farlstoffe der Di- 
atomeen wurde zuerst solches Material verwendet, das ich an 
den Innenwinden von Glasaquarien, die seit einiger Zeit nicht 
reingespiilt worden waren, einsammeln konnte. — Die Unter- 
suchung fand an der zoologischen Station Kristineberg statt. 
— In erster Linie wurde nachgewiesen, daB die Diatomeen 
in derselben Weise als die Phaeophyceen Karotin, Xanthophy]ll 
und Fucoxanthin enthalten. Dann gelang der Nachweis, daf 
2 Xanthophyllmodifikationen vorhanden waren, und zwar eine, 
die yon 20°/, iger Salzsiure griin gefirbt wurde, und eine, die 
diese Farbreaktion nicht gab, und schlieBlich wurde nach- 
gewiesen, daB die Diatomeen in ihnlicher Weise wie die 
Phaeophyceen zwei verschiedene Fucoxanthinmodifikationen 
enthalten. — Die Experimente wurden in derselben Weise wie 
bei den Phaeophyceen ausgefihrt. 
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SchlieSlich wurden die Experimente mit einer Reinkultur 
von Nitzschia sp. wiederholt, und zwar mit den schon oben. 
erwihnten Ergebnissen. Die Diatomeen enthalten demnac); 
dieselben karotinoiden Farbstoffe als die Phaeophyceen, nimlich 
Karotin, zwei Xanthophyllmodifikationen (Xanthophyll und 
Phylloxanthin), Fucoxanthin ¢ und Fucoxanthin £. 


Peridineae. 


In seiner Arbeit iiber die Peridineenfarbstofte hat Schiitt 
(1890, S. 9) nachzuweisen versucht, dab es in den Peridineen 
drei verschiedene Chromatophorenfarbstoffe gibt, und zwar: 

1. Phycopyrrin: braunrot in Wasser léslich, gelb in Alkoho! 
léslich; 

2. Peridinin: nicht léslich in Wasser; sehr leicht léslich in 
Alkohol; leicht léslich in Benzol und Ather; wenig ldslich in 
Benzin; 

3. Peridineen-Chlorophyllin: nicht léslich in Wasser; léslich 
in Alkohol, Benzol, Ather; schwerléslich in Benzin. 

Hinsichtlich einiger ilterer Angaben méchte ich auf die 
Arbeit von Schiitt hinweisen. 

Als Material meiner Untersuchung iiber die Peridineen- 
farbstoffe habe ich eine Peridiniumart benutzt, die Mitte 
Juli 1925 in verhiltnismiBig reichen Mengen in einem Teich 
des botanischen Gartens auftrat. GréBere GlasgefiBe wurden 
mit Wasser aus dem Teiche gefiillt, und dann etwa 1 Stunde 
ruhig stehen gelassen, wobei sich ein gelbbrauner Niederschlag 
bildete. Nach Abdekantieren der gréBten Wassermengen wurde 
der Niederschlag abfiltriert. Der Niederschlag bestand aus 
einer Peridiniumart; einige Arten Griinalgen waren auch 
vorhanden, aber in so geringen Mengen, da sie die Unter- 
suchung gar nicht beeinfluBten. Der abfiltrierte Algenbre! 
wurde zu den verschiedenen Experimenten verwendet. 

Beim Abtéten des braunen Algenbreies in siedendem 
Wasser, in Alkohol oder Ather geht die Farbe ins Griine iiber: 
eine Ahnliche Erscheinung kennen wir ja schon bei den Braun- 
algen und bei den Diatomeen. 

Die von mir untersuchte Peridiniumart enthilt keine 
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wasserléslichen Chromatophorenfarbstoffe. Die sowohl in der 
Wiirme als in der Kialte erhaltenen Extrakte sind farblos, oder 
hichstens schwach gelblich gefarbt. 

Der Algenbrei wurde in Alkohol bei Zimmertemperatur 
mehrmals extrahiert. Die dabei zuerst erhaltenen, alkohol- 
schwiicheren Extrakte waren gelbbraun bis rotbraun gefirbt, 
die spiteren, alkoholstiirkeren dagegen griin. Die Extrakte 
wurden capillaranalytisch untersucht. Die Farbdiagramme der 
alkoholstiirkeren zeigten ein Karotin- und ein Chlorophyll- 
band, dann noch unmittelbar oberhalb des Chlorophyllbandes 
ein gelbes Band und schlieBlich unmittelbar oberhalb dieses 
ein orangebraunes. Von diesen Biindern wurde das gelbe von 
20°/,iger Salzsiure sofort griin gefiirbt; das orangebraune ver- 
‘inderte sich bei dieser Behandlung nicht unmittelbar, wurde 
aber nach und nach entfairbt. Das orangebraune Band wird 
von dem von Schiitt studierten Farbstoff, Peridinin, verursacht. 
Peridinin stellt den speziellen Peridineenfarbstoff dar. Es be- 
dingt die braune Farbe der Peridineen und entspricht also bei 
diesen Algen dem Fucoxanthin der Phaeophyceen oder der 
Diatomeen. Peridinin ist in Alkohol sehr leicht léslich, und 
ist deshalb schon in den alkoholschwachen Extrakten, die nur 
sehr wenig Chlorophyll enthalten, in betrichtlichen Mengen 
vorhanden. 

Das oben erwihnte gelbe Band, welches von 20°/ iger 
Salzsiture griin gefiirbt wird, entspricht dem Phylloxanthinband 
der héheren Pflanzen. Ob der Farbstoff, der das Band bildet, 
mit Phylloxanthin der héheren Pflanzen identisch ist, kann ich 
nicht mit Sicherheit entscheiden; jedenfalls diirfte es mit diesem 
sehr nahe verwandt sein. Ob das typische Xanthophyll bei 
den Pyridineen vorhanden ist, wei ich nicht. 

Ks erwies sich bei einigen Vorversuchen, da8 das Peridinin 
von Natronlauge in irgendeiner Weise verindert wird, und daf 
es also unmdglich ist, das Peridinin in unveriinderter Form 
zu erhalten, wenn man das Chlorophyll durch Alkalibehandlung 
zu entfernen versucht. Die gréBten Chlorophyllmengen der 
alkoholischen Extrakte kann man indessen durch wiederholtes 
Ausschiitteln mit Petrolither entfernen. Durch Zusatz von 
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hinreichenden Wassermengen treibt man dann die karotinoiden 
Farbstoffe aus der alkoholisch-wiBrigen in die petrolitherisch« 
Schicht iiber, und schiittelt die letztere Schicht mit Alkohol aus. 
Die so erhaltene Alkohollésung enthalt wesentlich Peridinin. 
Die verdiinnte Lésung ist orangegelb, eine mehr konzentrierte 
Lésung ist orangefarbig bis braunrot (portweinrot). Krystalle 
habe ich nicht herstellen kinnen. Das Absorptionsspektrum 
der alkoholischen Liésung zeigt zwei Binder in blau, deren 
Lage am nichsten mit der Lage der Absorptionsbiinder des 
Fucoxanthins iibereinstimmt. 

Wie oben erwihnt, wird Peridinin von Natronlauge in 
irgendeiner Weise veriindert. Versetzt man eine schén port- 
weinrote, alkoholische Lésung von Peridinin mit ein paar 
Trépfchen verdiinnter Natronlauge, so wird die Farbe der 
Liésung nach einer halben Minute merkbar blasser. Nach < 
bis 5 Minuten ist die Farbe gelb. Beim Ausschiitteln mit 
Ather geht die gelbe Farbe in die iitherische Schicht tiber, 
Die iitherische Lisung, mit etwas Alkohol versetzt, gibt ein 
Farbdiagramm mit einem gelben Band, welches bei Behandlung 
mit 20°/,iger Salzsiure sich nicht unmittelbar veriindert, sicl: 
aber allmihlich entfarbt. 


Uber das Hamatochrom. 

Als Himatochrom hat Cohn (1867, 8.44) einen roten Farb- 
stoff bezeichnet, den er bei gewissen Volvocineen, Protococcaceen, 
Palmelleen und Chroolepus (Trentepohlia), sowie in den Sporen 
mancher Chlorospermeae (Sphaeroplea, Bulbochaete, Volvox 
ferner bei Euglena sanguinea auffand. Der Farbstoff wird 
als ein scharlachrotes in Alkohol und Ather lésliches Ol cha- 
rakterisiert. Spiter hat indessen Zopf (1892, S. 31 und 1895, 
S. 417) nachgewiesen, daB Cohns Himatochrom einen Sammel- 
begriff darstellt. Es wiren wenigstens zwei Modifikationen 
vorhanden und zwar die eine bei Haematococcus, die andere 
bei Trentepohlia. Die letztere Modifikation steht nach 
Krystallform, Lislichkeitsverhiiltnissen, chemischen und spek- 
troskopischen Reaktionen dem Mohrriibenkarotin sehr nahe. 
Sie wird gelbes Karotin genannt. Die Modifikation aus Hae- 
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matococcus wird rotes Karotin genannt. Diese gibt bei be- 
handlung mit Alkali Alkaliverbindungen; gelbes Karotin gibt 
keine solchen Verbindungen. Des weiteren zeigt das Absorp- 
tionsspektrum des gelben Karotins zwei Bander, dasjenige des 
roten Karotins dagegen nur ein Band. 

Als Hiimatochrom bezeichnen wir am besten den roten 
Farbstoff bei Haematococcus. Durch die Untersuchung von 
Zopf (1895, S. 417) kennen wir diesen Farbstoff ziemlich gut. 

Krukenberg (1886, S. 122) gibt einige Angaben iiber den 
roten Farbstoff bei Euglena sanguinea. Alkoholische Ex- 
trakte wurden verseift und in der Seife folgende Farbstoffe 
nachgewlesen: 

1. ein gelber Farbstoff, der vollstindig in Petrolather 
iiberging; 

2. ein spektroskopisch als Rhodophan charakterisierter 
Kérper, der aus der Seife direkt nur durch Essigiither zu 
extrahieren war, mit schén purpurvioletter Farbe in Schwefel- 
kohlenstoff léslich; 

3. ein gelbgriines Pigment, welches sich weder mit Petrol- 
‘iither noch Ather die wiBrige Fliissigkeit entziehen lieB, in 
welches es nach dem Aussalzen der Seife iibergegangen war. 

Zu dieser Ubersicht.ist folgendes hinzuzufiigen. Der Farb- 
stoff im Mom.1 stellt Karotin und Xanthophyll dar, derjenige 


im Mom. 2 repriisentiert Hiimatochrom, und der griine Farbstofi 


im Mom. 3 ist die Alkaliverbindung des Chiorophylls. 

Meine eigene Untersuchung bezieht sich auf das Hiimato- 
chrom aus Euglena sanguinea. Diese Alge trat Ende Juli 
und Anfang August 1925 in ziemlich reichen Mengen in dem- 
selben Teiche des hiesigen botanischen Gartens auf, wo ich 
Mitte Juli das Material der Untersuchung der Peridineenfarb- 
stofie eingesammelt hatte. Die Peridiniumart war jetzt beinahe 
volistindig verschwunden. Das euglenahaltige Oberflichen- 
wasser wurde abgeschépft und in gréBere GlasgefiiBe eingegossen, 
wo die Algen bald zum Boden hinuntersanken. Die gréften 
Wassermengen wurden abdekantiert, und der rotbraune Nieder- 
schlag abfiltriert. Der abfiltrierte Niederschlag diente als Aus- 
gangsmaterial meiner Untersuchung. Das Material wurde 
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zuerst mehrmals bei Zimmertemperatur in Alkohol extrahiert, 
dann mehrmals in einer Mischung von Alkohol und Ather, und 
zwar ebenfalls bei Zimmertemperatur. Die alkoholschwicheren 
Extrakte sind orangegelb bis orangerot, die alkoholstirkeren 
braunrot; die alkoholisch-itherischen Extrakte waren hiibsch rot. 

Die verschiedenen Extrakte wurden capillaranalytisch 
untersucht. Die Farbdiagramme der alkoholstirkeren Extrakte 
zeigten von unten nach oben folgende Bander: ein rotes Band, 
dessen oberer Rand auf dem Platz des Karotinbandes lag, ein 
rotes Band unmittelbar unterhalb des Chlorophyllbandes, ein 
Chlorophyllband und dann ein ziegelrotes Band unmittelbar 
oberhalb des Chlorophyllbandes. Hier treten also unterhal) 
des Chlorophyllbandes zwei rote Binder auf, die in den Farb- 
diagrammen griiner Pflanzen fehlen; daneben ist indessen zu 
bemerken, da8 das Xanthophyllband unmittelbar oberhalb des 


Chlorophyllbandes nicht gelb sondern ziegelrot ist, was darau! 


hindeutet, daB dieses Band neben Xanthophyll auch einen 
roten (ziegelroten) Farbstoff enthilt. Aus Euglena sind also 
drei rote Farbstoffmoditikationen extrahiert worden, die in 
griinen Pflanzen nicht vorhanden sind. Ich werde sie von unten 
nach oben in den Farbdiagrammen gerechnet als Hiimatochrom «, 
8 und y bezeichnen. Von diesen Modifikationen enthalten dic 
alkoholschwiicheren Extrakte nur §@ und 7. In den obener- 


wahnten alkoholisch-iitherischen Extrakten sind « und £ aber. 


nur geringe Mengen von y vorhanden. In quantitativer Hin- 
sicht scheint die Modifikation « die gréBte, die Modifikation 
die geringste Rolle zu spielen. 

Wie schon von Krukenberg und Zopf nachgewiesen 
worden ist, gibt Himatochrom bei Behandlung mit Natronlauge 
eine Natriumverbindung, die in Wasser unldéslich, in Alkohol 
schwer léslich, in Ather sehr schwer lislich, in Petrolither un- 
loslich ist. Diese Verbindung entsteht indessen nicht momentan, 
sondern fordert eine gewisse Zeit. In der Siedehitze verliuft 
die Reaktion schneller als bei Zimmertemperatur. Die Reaktion 
ist mit einer Verinderung des Hiimatochroms verbunden; es 
liegt hier keine einfache Verbindung eines saueren Kérpers 
mit dem Alkali yor. 
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Die Alkaliverbindung des Himatochroms sammelt sich in 
Form eines roten Niederschlages zwischen der alkoholisch- 
wiBrigen und der &therischen oder petrolitherischen Schicht, 
wenn man eine alkoholische Lésung nach Zusatz von Natron- 
lauge und Erwiirmen zur Siedehitze mit Ather bzw. Petrolither 
ausschiittelt. Die alkoholisch-wiBrige Schicht ist von Chloro- 
phyllinalkali griin gefirbt, die atherische bzw. petrolitherische 
Schicht ist gelb. Diese beiden Schichten enthalten Karotin 
und Xanthophyll neben Spuren von der Alkaliverbindung des 
Hiimatochroms. 

Der obenerwihnte Niederschlag der Alkaliverbindung des 
Hiimatochroms wird abfiltriert und auf den Filtern mehrmals 
mit Alkohol gewaschen. Dabei lésen sich geringe Mengen des 
Niederschlages mit roter Farbe. Das Farbdiagramm der Lésung 
zeigt ein rotes Band, und zwar auf dem Platz des Xanthophyll- 
bandes. Kine unveriainderte Himatochromliésung hatte drei rote 
Binder geben sollen. Das Hiimatochrom hat sich also unter 
Kinwirkung des Alkalis veriindert. 

Kin Niederschlag von der Alkaliverbindung des Hiimato- 
chroms lést sich sehr leicht in Alkohol, wenn ein paar Trépfchen 
Mssigsiure oder Salzsiure zugesetzt werden. Die Farbe der 
Lisung ist rot mit einem Stich ins Violette. Das Farbdiagramm 
zeigt ein rotes Band, und zwar auf dem Platz des Xanthophyll- 
pandes, da aber eine unveriinderte Hiimatochromlésung drei 
rote Binder hiatte geben sollen, hat also die Siure aus der 
obenerwihnten Alkaliverbindung des Hiimatochrom kein un- 
verindertes Himatochrom herausgelést. Soweit ich habe finden 
kénnen, steht dies damit im Zusammenhang, daB die Alkali- 
verbindung des Himatochroms kein unveriindertes, sondern 
verindertes Himatochrom enthilt. Das Himatochrom wird 
zuerst von dem Alkali in irgendeiner Weise verindert. Das 
verinderte Himatochrom hat sauere Eigenschaften und gibt 
(deshalb Alkaliverbindungen. Es scheint mir, als ob das un- 
verinderte Hiimatochrom keine saueren EKigenschaften besitze. 
Jas veriinderte Himatochrom la8t sich aus sauerer Alkohol- 
ljsung in Ather oder Petrolither hinitiberschiitteln, wird aber 
bei Zusatz von Natronlauge niedergeschlagen. 
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Kine alkoholische Lisung des unverinderten Himatochrom: 
(die Lésung enthielt die Modifikationen @ und # und Spuren 
von y) zeigt ein Absorptionsspektrum mit einem einzigen A).- 
sorptionsband, welches im Blauen, beiderseits der Linie F liegt. 
Maximum in verdiinnter Lésung 2 = 480—500, in etwas stiir- 
kerer Liésung 4 = 460—510. 


Zusammenfassung und Schlu8bemerkungen. 

Die wichtigsten Merkmale derjenigen karotinoiden Farb- 
stoffe, die bei den Algen das Chlorophyll begleiten, sind in der 
Tab. 1 zusammengestellt worden. Alle diese Farbstoffe habe 
im sichtbaren Teil des Spektrums 2 Absorptionsbinder und 
unterscheiden sich also in dieser Hinsicht von dem Himato- 
chrom aus Haematococcus oder Euglena sanguinea, welcher 


Farbstoff im Spektrum nur ein Absorptionsband besitzt. 
Die Verteilung der Farbstoffe in den verschiedenen Algen- 


klassen geht aus der Tab. 2. hervor. 


Es moége besonders 


darauf hingewiesen werden, daB Karotin in allen Algenklassen 


vorhanden ist. 


Hinsichtlich des Kalorhodins méchte ich die 


Bemerkung hinzufiigen, daB es sehr schwierig ist, diesen Farb- 
stoft capillaranalytisch von Phyllorhodin zu unterscheiden. 


Tabelle 1. 





Farbstofie nach 
zunehmender 
Loslichkeit in 


Alkohol geordnet. 


Karotin 
Kalorhodin 
Phyllorhodin 
Xanthophyll 
Myxorhodin « 
Myxorhodin 9 
Phylloxanthin 
Fucoxanthin « . 
Peridinin . 
Fucoxanthin § . 





Farbe des Absorp- 

tionsbandes bei 
capillaranalyt. 
Untersuchung 


orangegelb 
ziegelrot 
rot 
gelb 
ziegelrot 


” 
schwefelgelb 
gelbbraun 
orangebraun 
gelb 





Veriinderung des 
Bandes bei Be- 
handlung mit 

20°/, ig. Salzsiiure 


ins Blaugriine 


ins Violettblaue 





Empfindliehkeit 


gegen 


verdiinnte 
Natronlauge 
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Tabelle 2. 
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In diesem Aufsatze habe ich auch einige Angaben iiber 
das Hiimatochrom bei Euglena sanguinea gegeben, und 
daneben unter den Namen Fuscorhodin und Fuscochlorin 
2 Membranfarbstoffe bei Calothrix scopulorum beschrieben.') 


') AnlaBlich einer jiingst erschienenen Arbeit von Lippmaa, ,,Uber 
den vermuteten Rhodoxanthingehalt der Chloroplasten’ méchte ich fol- 
gende Bemerkung machen. In meinem friiheren Aufsatz ,,Uber die gelben 
Chromatophorenfarbstoffe der héheren Pflanzen“ habe ich nachweisen 
kénnen, da in den héheren Pflanzen 3 Xanthophyllmodifikationen vor- 
kommen, von denen die eine bei capillaranalytischer Untersuchung ein 
rotes Band gibt. Diese Modifikation wurde mit Rhodoxanthin identifiziert. 
Anfang September 1926 setzte ich meine Untersuchungen fort und stu- 
dierte dann besonders das Rhodoxanthin aus rot verfirbten Thuja- 
Zweigen. Es zeigte sich, daB die obenerwiihnte rote Xantophyllmodi- 
fikation der griinen Blitter nicht mit dem Rhodoxanthin aus Thuja 
identisch war (vgl. des Niheren Kylin, 1927, 8.229). Mitte September 
bekam ich einen Brief von Lippmaa, in welchem ich ersucht wurde, 
ihm einige Farbdiagramme zu senden, und ich sandte ihm deshalb iiber 
20 Diagramme (Aesculus, Secale, Potamegeton und Thuja). Dies 
wird auch yon Lippmaa (1926, S. 646) bestiitigt. Diese Farbdiagramme 
enthielten indessen den Beweis dafiir, daB die von mir entdeckte rote 
Xanthophyllmodifikation und das Rhodoxanthin zwei verschiedene 
Farbstoffe darstellen. Die Diagramme wurden auSerdem von einer brief- 
lichen Auseinandersetzung begleitet, in welcher die wichtigsten Unter- 
schiede der beiden Farbstoffe erwiihnt wurden. Es scheint mir, als ob 
Lippmaa auch hiitte diese Tatsachen erwiihnen miissen. Die Frage, ob 
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der Unterschied zwischen den Chloro- und Chromoplasten nur quan- 
titativer Natur, oder sowohl qualitativer als quantitativer Natur ist, war 
ja ohne weiteres erledigt, sobald es nachgewiesen wurde, daf die rote 
Xanthophylimodifikation der Chloroplasten mit dem Rhodoxanthin der 
Chromoplasten nicht identisch ist. 
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Spektrophotometrische Untersuchungen von aromatischen 
Aminosaduren und von Derivaten von solchen. 
Von 


Emil Abderhalden und Richard Haas. 
Mit 8 Figuren im Text. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Februar 1927.) 


Bei der spektrophotometrischen Untersuchung von EiweiBab- 
bauprodukten !) zeigte es sich, da8 die aromatischen Aminosiuren 
in dem von uns untersuchten Spektralbereich (Frequenz v = 
2500—4500) eine selektive Absorption aufweisen. Wir haben 
uns die Frage vorgelegt, ob sich die Struktur des Thyroxins 
auf spektrophotometrischem Wege erschlieBen laBt. Bekannt- 
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————- ]-Tyrosin (l-p-Oxyphenyl-a-aminopropionsadure 
—- —— 0-Oxyphenyl-a-aminopropionsdure 
~+—— m-Oxyphenyl-a-aminopropionsdure 


Fig. 1. 


lich hat Kendall den genannten Inkretstoff als Indolderivat 
aufgefaBt, wihrend neuerdings von Ch. R. Harington an- 


1) Diese Zs. Bd. 160, 8. 256 (1926); Bd. 164, S. 1 (1927) (daselbst 
auch Literaturangaben) und diese Zeitschrift im Erscheinen. 
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genommen wird, daB es sich um einen Phenolither des 3,5- 
Dijodtyrosins handelt. Wir haben zunichst das Tyrosin selbst, 
ferner seine beiden Isomeren und einige Derivate dieser Ver- 
hindungen spektrophotometrisch untersucht. 

In Fig. 1 sind die Absorptionskurven der drei stellungs- 
isomeren Oxy-phenyl-«-aminopropionsiuren wiedergegeben. Es 
ist ohne weiteres aus der Figur zu ersehen, daB die m-Oxy- 
phenyl-¢-amino-propionséure in ihrer Absorption 
zwischen dem o- und dem p-substituierten Isomeren 
steht, wie dies in den meisten physikalischen EKigenschaften 
der disubstituierten Benzolderivate der Fall ist. Besonders in 
der Hauptabsorptionsbande zwischen » = 3450—3700 sind sich 
die drei Isomeren sehr fShnlich. 

Um den EinfluB, den der Ersatz eines Aminowasserstoff- 
atoms des Tyrosins durch eine Amino-acylgruppe hervorruft, 
zu bestimmen, haben wir die Absorption des Glycyl-l-tyro- 
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Fig. 2. 


sins (Fig. 2) untersucht. Die Kurve ist der des Tyrosins 
ihnlich, nur in ihrem Verlauf etwas flacher. Das Maximum 
der Absorptionsbande ist gleich groB und liegt bei derselben 
Schwingungszahl (v = 3580), wie beim Tyrosin, was zu der An- 
nahme berechtigt, daB diese Absorptionsbande von der Sub- 
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stitution am Stickstoff véllig unabhingig ist. Dafir sprich: 
auch die Kurve des Tyrosinanhydrids (8,6-Di-p-oxy-benzyl- 
2,5-dioxopiperazin) in Fig. 8. Der flache Verlauf dieser Kurye 
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cyclo-Tyrosinanhydrid. 


Fig. 3. 


ist wohl auf den absorptionssteigernden EinfluB der  beiden 
CO—NH-Bindungen und des Ringschlusses zuriickzufiihren. 
Das Maximum der Absorption liegt hier bei » = 3580 und 
loge = 3,62, der des T'yrosins bei derselben Schwingungszall 
und dem loge = 3,36. Die Werte von « verhalten sich inner- 
halb der Fehlergrenzen wie 1:2 (genau 1:1,82), weil das 
cyclo-Tyrosinanhydrid den fiir diese Absorptionsbande wesent- 
lichen p-Oxybenzylrest zweimal enthilt. 

In Fig. 2 ist ferner die Absorptionskurve des O-Carb- 
ithoxyl-N-formyl-tyrosins aufgezeichnet. Hier ist dic 
Absorptionsbande sowohl in der Lage, wie auch in der Grose 
ganz bedeutend gegeniiber dem Tyrosin und dem Glycyl- 
tyrosin verschoben. Da nach noch nicht abgeschlossenen Ver: 
suchen nicht anzunehmen ist, daB dies eine Folge des Fehlens 
einer freien Aminogruppe ist, scheint es eine Folge der Sub- 
stitution am phenolischen Sauerstoff zu sein. Da die Absorp- 
tionsbande der tyrosinhaltigen Kiweifkérper stets bei » = 3450 
bis 3700 liegt, kann man auch diesen Befund als einen Beweis 
dafiir ansehen, daB das phenolische Hydroxyl des Tyrosins in 
den Eiweif8koérpern frei ist. 

Von den Derivaten des Tyrosins interessierte uns weiter 
insbesondere das 3,5-Dijodtyrosin, dessen Absorptionskurve 
in Fig. 4 wiedergegeben ist. Die Absorptionskurve ist flacher 
als die des Tyrosins und die Absorptionsbande zum _ siclit- 
baren Teil des Spektrums hin verschoben, wie dies als Kinflub 
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der Jodsubstitution bereits bekannt ist.’) In alkalischer L6- 
sung tritt eime Erhéhung der Absorption und eine Verschie- 
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Bd. 127, S. 771 (1925); zit. nach Chem. Zbl. 1925, II, S. 178. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXVI. 6 
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bung nach dem langwelligen Teil des Spektrums zu ein, wii- 
rend beim Tyrosin selbst nur das letztere der Fall ist (Fig. 5) 
Dasselbe konnten wir auch beim 3,5-Dibromtyrosin beob- 
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Thyroxin in alkalischer Losung 
Fig. 7. 
achten (Fig. 6). In Fig. 4 ist auch die Absorptionskurve de 
von dem einen von uns (A.) gemeinsam mit H. Haymanu 
dargestellten cyclo-3,5-Dijodtyrosinanhydrids, 3,6-1) 
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(4-Oxy-3,5-dijodbenzyl)-2,5-dioxopiperazin in alkalischer Losung 
aufgezeichnet. 

In Fig. 7 ist die Absorptionskurve des Thyroxins aut: 
gezeichnet. C. Stanton Hicks?) fand, daB diese derjenigen 
des Tryptophans sehr ihnlich sei. Wir konnten dies nicht 





1) a. a, O. 
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bestatigen, da das Maximum der Absorptionsbande beim Trypto- 
phan (Fig. 8) bedeutend hoher (loge = 3,9) liegt als beim 
Thyroxin (log ¢ = 3,6). Diese niedrigere Absorption kénnte 
z. B. durch die teilweise Hydrierung des Benzolrings im Thy- 
roxin, wie sie Kendall annimmt, bedingt sein. Es laBt sich 
also vorlaufig ein RiickschluB auf die Konstitution des Thy- 
roxins aus seiner Absorptionskurve nicht ziehen. Wir sind 
zurzeit damit beschiftigt, Stoffe, die der von Ch. R. Haring- 
ton?) vorgeschlagenen Formulierung des Thyroxins nahestehen, 
herzustellen und spektrophotometrisch zu untersuchen. 


Anhang. 

Darstellung des 3,5-Dijodtyrosinanhydrids. 

1-Tyrosinanhydrid wurde nach den Angaben von E. Fischer 
uid W. Schrauth?) dargestellt. Die Jodierung dieser Ver- 
hindung wurde entsprechend den Angaben von A. Oswald?) 
iiber die Jodierung von T'yrosin vorgenommen. Das 1-T'yrosin- 
anhydrid wurde bei 0° in etwas mehr als 4 Mol. n-NaOH ge- 
‘Sst und dann nach und nach 8 Mol. Jod unter Schiitteln und 
Kinhalten dieser Temperatur eingetragen. Nach beendeter 
Jodzugabe wurde mit Eisessig gefallt. Die gelartige weibe 
Masse wurde abfiltriert und farbte sich bald unter Jodabgabe 
dunkel. Es wurde sodann noch mehrmals umgefallt und 
schheBlich aus Methylalkohol unter Zusatz von Tierkohle um- 
krystallisiert. Der K6érper erscheint daraus mikrokrystallin; 
Zersetzungsp. 204°. Der Zersetzungspunkt ist unscharf; es tritt 
beim Erhitzen in der Capillare eine fortschreitende Dunkel- 
farbung und eine Abgabe von Jod ein, bevor der Zersetzungspunkt 
erreicht ist. Das Anhydrid ist léslich in Methylalkohol, Athyl- 
ilkohol, Essigither, vollkommen unldéslich dagegen in Wasser. 


Jodbestimmung. 
Einwage 8,99 mg. AgJ = 10,12 mg 
J = 60,85°/, 
Berechnet fiir C,,H,,O,N.J, 61,17°/, 

‘) Biochemical Journ. Bd. 20, S. 300 (1926). 
*) Untersuchungen iiber Aminosiiuren Bd. II, S. 428—430; Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 354, S. 21 (1907). 

*) Diese Zs. Bd. 59, S. 320 (1909). 
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Untersuchungen zur Charakterisierung der Pepsinwirkung. 
III. Mitteilung.}) 


Von 


H. Steudel und J. Ellinghaus. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Marz 1927.) 


Vor einiger Zeit haben wir in zwei Aufsaétzen Beobach- 
tungen mitgeteilt, die sich bei der Verfolgung der Pepsin- 
wirkung auf EiweiBkérper ergeben hatten. Wir hatten ge- 
funden, daB die Wirkung des Pepsins auf KiweiBkérper, iiber 
die man bisher nur recht diirftige Anschauungen hatte, sich 
dadurch charakterisieren lai8t, da8 im Verhidltnis zu den durcli 
die Verdauung freiwerdenden Aminogruppen die Anzahl der 
gleichzeitig freigelegten Carboxylgruppen sehr viel gréBer ist. 

Sowohl die Technik der Bestimmung der freien Carboxy]- 
gruppen nach Willstatter’) und Waldschmidt-Leitz, wie 
die der freien Aminogruppen nach van Slyke ist recht ein- 
fach, und man gewinnt durch diese Methodik leicht einen 
Kinblick in die spezielleren chemischen Vorginge, die sich )ei 
der peptischen Verdauung der EKiweiBkérper abspielen. Ks 
muB sich hier um Liésung von Bindungen handeln, die nicht 
alle peptidartig (nach dem Typus R——CO—NH—R,) sind; 
denn bei der Liésung solcher Bindungen miiBte das Verhiiltnis 
der freiwerdenden Aminogruppen zu den freiwerdenden Carb- 





) I. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 154, S. 21 (1926). IL. Mitteilung: 
Bd. 154, S. 198 (1926). 
*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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oxylgruppen gleich 1 sein. Wir haben dagegen immer fir das 
Verhialtnis: 
Zuwachs an titrierbarem Carboxyl (auf N umgerechnet) 
ss Yuwachs an ermitteltem Amino-N 





Zahlen gefunden, die zwischen 7,0:1 und 2,0:1 lagen. Die 
Differenz ist in der ersten Zeit der Einwirkung des Pepsins 
am gréBten, um sich nach Ablauf von 24-—48 Stunden fast 
auf eine Konstante einzustellen. Eine Ausnahme macht das 
Histon. 

Kinige Zeit nach der Verdffentlichung unserer Arbeiten 
erschien nun eine Mitteilung von EK. Waldschmidt - Leitz 
und E. Simons?), die die gleiche Frage behandelte und in der 
sich die Autoren der gleichen Methodik wie wir bedient haben 
Die Resultate waren aber insofern verschieden, als Wald- 
schmidt-Leitz und Simons fast immer das Verhaltnis der 
freiwerdenden Carboxylgruppen zu den Aminogruppen annihernd 
wie 1:1 gefunden haben. Die beiden Untersucher kommen 
deshalb auch folgerichtig zu dem Schluf, daB es sich bei der 
Kinwirkung des Pepsins auf Kiweibkérper um eine Lésung von 
Peptidbindungen handeln miisse. In einer Anmerkung zu ihrem 
Autsatze setzen sie sich auch mit unseren abweichenden Resul- 
taten auseinander. Freilich haben sie unsere Versuche nicht 
etwa selbst einer Nachpriifung unterzogen, sondern sie kriti- 
sieren sie nur, indem sie schreiben, daB ,,diese Beobachtungen, 
wenn nicht auf Stérungen durch die angewandte groBe Menge 
unreinen Knzymmaterials, zum Teil auf die Kinhaltung lingerer 
Versuchsdauer zuriickzufiihren seien. Es hat sich auch in 
unseren Versuchen ergeben, daB auch in Fiillen, in denen in 
den ersten Abschnitten der Enzymwirkung eine Aquivalenz 
der gebildeten Carboxyl- und Aminogruppen beobachtet wird, 
beispielsweise bei der Hydrolyse des Caseins, in sehr langen 
Versuchszeiten die Bildung saurer Gruppen iiberwiegt.“ 

Kine solche allgemein abweisende Kritik schien uns nun 
nicht einer Frage gegeniiber zweckmiibig, die fiir die Auffas- 
sung der Vorgiinge bei der peptischen Verdauung von grund- 


') Diese Zs. Bd. 156, S. 114 (19286). 
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legender Wichtigkeit ist. Unsere Enzymkonzentrationen waren 
die itiblichen, wir haben Pepsine verschiedener Herkunft unter- 
sucht und immer die gleiche Wirkung gefunden, und um ganz 
sicher zu gehen, haben wir in den meisten Fallen das von 
Willstitter’) und Waldschmidt-Leitz empfohlene Pepsin 
Merck 1:100 benutzt, das diese Autoren bei ihren Versuchen 
iiber die Titration freier Carboxylgruppen von Aminosduren 
verwandt haben. Wir haben fast die gleichen Mengen dieses 
Praparates gebraucht, wie in den erwihnten Versuchen. Wir 
haben also nicht geglaubt, da8 die von Waldschmidt-Leit, 
und Simons angefiihrten Griinde fiir die Unterschiede in 
unseren Befunden ausschlaggebend gewesen sein kénnen, um 
so weniger, als wir das Ferment fast die gleichen Zeiten haben 
einwirken lassen, wie Waldschmidt-Leitz und Simons. 

Wir haben uns also entschlossen, selbst eine Nachpriifung 
der Versuche yon E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons 
vorzunehinen. An Stelle des zuerst von Willstitter und Wald- 
schmidt-Leitz empfohlenen Pepsin Merck 1:100 haben wir 
nun das jetzt von ihnen benutzte Pepsin Merck (Brit. Pharm. 
angewandt. Wir haben uns im wesentlichen genau an die von 
ihnen gewihlten Versuchsbedingungen gehalten und haben nur 
gelegentlich die Menge des Fermentes etwas erhéht, weil uns 
die Wirkung sonst nicht geniigend erschien. 


Methodik. 

Die Carboxyltitration nach Willstatter und Wald- 
schmidt-Leitz wurde in 10ccm des Filtrates vom Ansatz 
in 90°/, alkoholischer Lésung mit Thymolphthalein als Indi- 
cator gegen n/5-KOH vorgenommen. Der Ansatz ist unter 
den verschiedenen Versuchsnummern beschrieben, und die An- 
zahl titrierter ccm n/5-KOH in der Tabelle unter a aufgefihrt. 

Die Bestimmung des Amino-N geschah nach van Slyke. 
Die Menge des gefundenen Stickstofis in ccm unter Beriick- 
sichtigung von Druck und Temperatur ist in der Tab.I unter ¢ 
aufgefiihrt. Wir bedienten uns eines Apparates von Gotze, 


') Chem. Ber. Bd. 54, S. 2992 (1921). 
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Leipzig, in dem die zu untersuchenden Lésungen 10 Minuten 
lang unter Kinwirkung von salpetriger Saure intensiv geschiittelt 
wurden. Die N-Bestimmung nach van Slyke wurde gleich- 
falls in 10ccm des Filtrates ausgefiihrt. 


An bekannten Substanzen haben wir uns davon iiberzeugt, 
daB unsere Methodik einwandfrei funktionierte. 


Wir lassen nunmehr die Resultate unserer Versuche in 
tabellarischer Form folgen (vgl. Tab. D. 


Bei Casein, Edestin und Gelatine haben wir in keinem 
einzigen Falle ein Verhaltnis der freigewordenen Carboxy]- 
zu den Aminogruppen gefunden, das gleich 1 gewesen wire. 
Immer haben die Carboxylgruppen um ein Mehrfaches die 
Aminogruppen iibertroffen, selbst wenn man geringe Varia- 
tionen in der angewandten Fermentmenge machte. Die Zahlen 
sind fast die gleichen, die wir in unseren ersten Versuchen 
gefunden haben. Man kann sogar aus den neuen Zahlen ent- 
nehmen, daB es zweckmifiger ist, eine geringere Kiweibkonzen- 
tration zu wihlen, wie Waldschmidt-Leitz und Simons 
genommen haben. In den ersten drei Versuchen war offen- 
sichtlich die Menge des Fermentes nicht ausreichend. Ganz 
autfallend groB ist die Menge der freiwerdenden Carboxyl- 
gruppen in den ersten Stadien der Pepsinwirkung bei der 
Gelatine. Wir haben uns durch mehrfache Wiederholung 
davon iiberzeugt, daB das Verhiltnis 48:1 nicht etwa ein Zu- 
fallswert ist. Im weiteren Verlauf der Verdauung nihert sich 
dann das Verhiltnis bei der Gelatine rasch dem beim Casein 
gefundenen. 


Zum Schlu8 haben wir vergleichsweise das Verhalten eines 
basischen EiweiBkérpers, des Histons, untersucht. 
Das Histonsulfat war nach der Kosselschen Vorschrift 


aus Thymusdriisen vom Kalbe hergestellt und gab folgende 
Analysenwerte: 


0,1115, 0,1459 siittigen 12,20 cem; 16,05 cem n/10-Siiure = 15,31, 
15,40 °/, N (Kjeldahl). 

0,1825, 0,2090 geben 0,0410, 0,0648 BaSO, = 13,00, 13,03°/, H,SO,. 

0,7548 verlieren im Vakuum bei 80° getrocknet 0,0472 =6,52°/, H,O. 
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Hier lie® sich das Freiwerden von Carboxylgruppen durch 
Titration iiberhaupt nicht nachweisen'), dagegen fand ein ge- 
ringer Zuwachs von freien Aminogruppen statt. Hier miissen 
also gegeniiber den anderen Ejiweibkérpern Anomalien vor- 
handen sein. 

Unsere Berechnung der freiwerdenden Carboxyl- und 
Aminogruppen ist von derjenigen Waldschmidt-Leitz’ und 
Simons’ etwas verschieden. Der besseren Ubersicht halber 
haben wir unsere Zahlen auch auf die Weise jener Autoren 
berechnet und wir lassen zum BeschluB eine vergleichende 
Ubersicht nach dieser Berechnung folgen ‘vgl. Tab. I). 


Tabelle IL. 


Peptische Hydrolyse von Casein (Hammarsten). 


























5 Zuwachs an (ecm 0,2-n.) cuits NH, 
Een |— “4 waar 
BES NH, COOH or 
“49 ‘ 
wm SS —— : 
. i FS T = ‘ a r e 
bs _~ Wald- | Steudel Wald _ Steudel wae | Steudel 
= = = | schmidt- ct schmidt- s schmidt- | : 
2°D.5 , u. Elling- : u. Elling- ; u. Elling- 
= Leitz u. “oe Leitz u. aie Leitz u.- coin” 
Q Simons Simons Simons — 
\/ Stde. | 1,00 0,42 0,96 0,87 1,04 0,48 
2 Stdn. 1,51 075 1,28 1,40 1,18 0,53 
desgl. ~_ 0,90 — 1,97 — | 0,46 
(gréBere 
Ferment- 
menge) | 
18 Stdn. —- 1,30 _— 3,00 — | 0,48 
Peptische Hydrolyse von Gelatine. 
2 Stdn. -_ 0,021 ~— | Bes — | 0,020 
: 0,11 0,23 0,50 | 1,24 0,22 | 0,19 
24 0,26 | 0,26 0,80 | 1,40 0,30 0,18 














Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft sagen 
wir auch an dieser Stelle unseren Dank fir die Bereitwillig- 
keit, mit der sie uns Mittel fiir die Durchfiithrung dieser Ver- 
suche zur Verfiigung gestellt hat. 





1) Etwas Ahnliches hat Felix beobachtet. Diese Zs. Bd.146, S. 110 
und 118 (1925). al | 





Die Enzyme der Hexosespaltung und ihr Wirkungsbereich. I. 
Von 
Hans vy. Euler, Ragnar Nilsson und Thor Liévgren. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Marz 1927.) 


Die urspriingliche Auftassung E. Buchners, iiber das 
katalytische Agens der Girung, welche in der Bezeichnung 
.Zymase* zum Ausdruck kam, ging allmihlich in die Annahme 
iiber, da& sowohl in der Hefe wie im Tierkérper ein Enzym- 
komplex vorliegt, an welchem sich der Zuckerabbau abspielt. 
Hinsichtlich der Teilbarkeit dieses Komplexes trifft man in 
der Literatur verschiedene Meinungen, aber — was die ersten 
Phasen der Zuckerspaltung angeht — wenig maBgebende Ex- 
perimente. Mit anderen Worten, die Chemie der Girungs- 
enzyme steht gegeniiber der Chemie der Hydrolasen noch 
erheblich zuriick, nicht nur in bezug auf die chemische Cha- 
rakterisierung der Enzyme selbst und ihrer Hilfsstoffe und 
deren Antagonisten, sondern auch hinsichtlich der Teilreaktionen, 
welche durch die einzelnen Enzyme ausgelést werden. Die 
besonderen Schwierigkeiten dieses Gebietes liegen zunichst 
darin, daB fiir das Studium der Enzyme selbst, wie es bei 
anderen Enzymgruppen unmittelbar vorgenommen werden konnte, 
die Voraussetzungen insofern ganz oder teilweise fehlen, als 
Hilfsstoffe und Antikérper in noch unbekannter Weise in die 
enzymatischen Vorginge eingreifen; ferner stand der Forschung 
der Umstand im Wege, daB die einzelnen Reaktionen von den 
iibrigen nur unyollstiindig abgetrennt werden konnten. Wir 
nennen als Beispiel die Phosphatese, iiber deren Hinzelwirkung 
zwar einige Angaben vorlagen'), welche aber im allgemeinen als 
vom ,,Zymasekomplex“ unabtrennbar galt. Das Oxydoreduktions- 


') Euler u. Ohlsén, Biochem. Zs. Bd. 37, S. 313 (1911), Bd. 84, 402 
(1917). — Euler u. Brunius, Diese Zs. Bd. 160, S. 242 (1926). 
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enzym, die Dehydrogenase oder Redoxase!) der Muskeln und 
anderer tierischer Gewebe ist wohl immer in Medien zur Wirkung 
gebracht worden, welche noch reichlich andere Stoffe enthielten. 

Zuniichst ist die Charakterisierung durchzufihren an den 
Enzymen der anaeroben Spaltung, welche von der aus dem 
Glykogen entstehenden Hexoseform zum zentralen Spaltprodukt 
mit 3 Kohlenstoffatomen, vermutlich dem Methylglyoxal?’), fiihrt. 
Das Ziel unserer Untersuchung ist die Entscheidung der Frage, 
ob nicht die bei dem Hexose-Abbau wirksame Delhydrogeniise 
im wesentlichen eine Mutase und als solche mit dem glyko- 
lytischen Enzym im Tierkérper bzw. mit dem Teil der ,,Zy- 
mase“, der die Girungsspaltung einleitet, identisch ist. Durch 
Blausiiure wird der Teil des gesamten Enzymsystemes (ein- 
schlieBlich der nicht enzymatischen Biokatalysatoren), welche dic 
Oxydationen vermitteln und welche wenigstens eine Kom- 
ponente enthalten, die durch ihr komplex gebundenes Eisen 
wirkt, von den Oxydoreduktionsenzymen und den damit eng 
verkniipften Enzymen des Phosphatumsatzes zunichst unter- 
scheidbar, und es lassen sich die Grenzen fiir den Wirkungs- 
bereich des EKisenkomplexes ziehen. Dadurch wird die Ana- 
logie zwischen den Enzymen der anaeroben Zuckerspaltung 
des Muskels und der Hefe deutlicher und es ist die Voraus- 
setzung fiir die Aufgabe erreicht, die enzymatische Reversibilitiit 
der Reaktion Hexose—Milchsiiure zu erfassen. Wie schon in 
einer vorhergehenden Arbeit, so superponieren sich auch in dieser 
Mitteilung Milchsiiurebildung und Milchsiureverbrauch, so dat 
sich die einzelnen Enzymwirkungen noch nicht bestimmen lassen. 

In der vorliegenden Mitteilung haben wir in enzymatisch 
wirksamen Extrakten von Muskeln gleichzeitig die Konzen- 
trationsinderungen des Glykogens, der Glucose und der Milch- 
siure verfolgt, so daB& der Untersuchungsbereich umfassender 


') U. v. Euler, Skand. Arch. f. Physiol, Bd. 51, S. 129 (1927). 

?) Vgl. hierzu Neuberg, Biochem. Zs, Bd. 49, S. 502 (1913) und 
gleichzeitig Dakin u. Dudley, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 155 (1913). 
Ferner Meyerhof, Biochem. Zs. Bd, 159, S, 482 (1925). — Toenissen 
und W. Fischer, Diese Zs. Bd. 161, S. 254 (1926) — Kuhn und 
Heckscher, Diese Zs. Bd. 160, S. 116 (1926), 
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ist als in den meisten friiheren Untersuchungen. ‘Trotz der 
schon diesmal notwendig gewordenen sehr vielen Einzelbestim- 
mungen waren diese auch jetzt noch nicht ausreichend, sondern 
sie miissen bei weiteren Versuchsreihen noch durch die Mes- 
sungen des Phosphatumsatzes und der entwickelten Kohlen- 
siure erginzt werden. 

Wir wollen deshalb unsere Resultate nur durch die Zu- 
sammenstellung der erhaltenen Versuchszahlen in den Tabellen 
auf 8.95 u. ff. ausdriicken und behalten uns die Besprechung 
der Ergebnisse fiir unsere naichsten Mitteilungen vor. 

Nur auf die spezifische Wirkung des Insulins und des 
Adrenalins, welche in physiologischen Konzentrationen zur An- 
wendung kamen, sei schon jetzt aufmerksam gemacht, besonders 
auf die Versuchsreihen 2 und 4 (S. 101 u. 102), welche eine 
Kinwirkung des Insulins und Adrenalins auf den Glykogenabbau ') 
in Lésung zeigen, welcher bisher nur in iiberlebenden Organen 
nachgewiesen wurde. 


Zur Methodik. 


Unsere friiheren Versuche’) iiber dasselbe Thema waren 
mit Extrakten aus Rattenmuskulatur angestellt. Die Milchsdure- 
bildung war in den untersuchten Fallen schwach. Meyerhof?) 
gibt kiirzlich an, daB in Extrakten aus Kaninchenmuskulatur 
die glykogenabbauende und milchsiurebildende Enzyme in 
reichlicher Menge vorhanden sind im Gegensatz zu Extrakten 
aus Rattenmuskulatur, die in dieser Hinsicht fast unwirksam 
sind, Zu unseren jetzt mitzuteilenden Versuchen haben wir 
zur Darstellung des Extraktes Kaninchenmuskulatur benutzt. 

Die Priparatdarstellung geschah unter sorgfaltigster His- 
kiihlung. Die Tiere wurden durch einen Schlag ins Genick 
betiubt (Narkose wurde nie verwendet), dekapitiert und ent- 
blutet und sofort auf Kis gelegt. Die Muskulatur wurde rasch 


') Ahlgren hat in seiner bekannten groBen Untersuchung iiber 
die Gewebsoxydation (Lund 1925) auch den EinfluB des Adrenalins auf 
den Glykogenumsatz untersucht. Suppl. Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 47, 
S. 210 (1925). 
*) Kuler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 
*) Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 178, S. 395 (1926). 
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ausgenommen, gemahlen und mit Sand und Wasser zerrieben, 
Der Extrakt wurde durch ein Tuch abgepreBt und dann 
filtriert. Alle Operationen unter Eiskihlung. 

Zu der Untersuchung wurden die folgenden Analysen ¢e- 
macht: Methylenblaureduktionen, Glucosebestimmungen, Gly- 
kogenbestimmungen und Milchsiurebestimmungen. 

Die Methylenblaureduktionen wurden nach der friiler 
schon 6fters beschriebenen Thunberg-Ahlgrenschen Methode 
ausgefiihrt. Versuchstemperatur immer 20°. 

Zu den Glucosebestimmungen und Milchsiurebestimmungen 
wurden die KiweiBstoffe zuerst durch Schenkfliissigkeit aus- 
gefiillt. Nach etwa 12 Stunden wurde die Fallung wegfiltric:t, 
im Filtrat Quecksilber durch H,S beseitigt und zuletzt H,s 
durch einen Luftstrom weggeblasen. In der so erhaltenen 
Lésung wurde Glucose nach Bertrand bestimmt. Zu den 
Milchsiurebestimmungen wurde zuerst mit Kupfersulfat—Kalk- 
milch gefallt. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Milchsiure- 
bestimmungsmethode findet man bei Hirsch-Kauffmann.' 

Fiir die Glykogenbestimmungen wurden die Proben it 
dem gleichen Volumen 60°/,iger Kalilauge versetzt und aui 
sledendem Wasserbade 6 Stunden erhitzt. Dann wurde Alkohol 
his 60°/, zugesetzt und die Proben tiber Nacht stehen gelassen. 
Die Fallung wurde mit 66°/,igem Alkohol gewaschen und in 
20°/,iger Salzsiure gelést, worauf 1 Stunde auf siedendem 
Wasserbade hydrolysiert wurde. Dann wurde neutralisiert uni 
Glucose nach Bertrand bestimmt. 


Versuche mit Extrakt I. 


250 g Kaninchenmuskulatur wurden mit 500 g Sand und 
500 cem Wasser zerrieben. ‘Trockengewicht vom Extrakt 
0,0212 ¢ pro 1 ccm. 

Tab. I. Nach 8 Stunden 3, 4, 5, 6 nur schwach gefarbt. 
1,2, 7,8 sehr stark gefirbt. Uber Nacht alle Proben entfirbt. 





1) van Slyke u. Clausen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 263 
(1922). Die ausfiihrliche Beschreibung der friiher von Embden mit 
geteilten Methode Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, %. 2) 
(1924). 
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Tabelle I. Mb-Reduktion. 


10°,,ige Zymophosphatlésung (Elberfeld). 1°/,ige Glykogenlésung. 
Na-Suceinat: 3 g/1000 cem, neutr. Phenolphthalein. Puffer 0,3 mol. 
Na,HPO,. Mb-Lésung: 0,5 g Mb (Merck)/1000 ecm. 

















Nr. 1 eem Extrakt + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Puffer + 
1. % 0,5 cem Wasser 

8. 4. 0,5 cem Succinat 

5. 6. 0,5 eem Zymophosphat 

T.. 9. 0,5 cem Glykogen 


Die Milchsiurebildung in Proben von folgender Zusammen- 
setzung verfolgt: 
A Bb C D 
is cen Extrakt 15 cem Extrakt 15 cem Extrakt 15 cem Extrakt 
45cem Wasser 12 cem 1°/,iger 3cem 10°/,iger 45 cem 0,1°/, 
Glykogenlésung Zymophosphatl. Milchsaure 
33 cem Wasser 42 cei Wasser 
Der Versuch wurde bei 20° gemacht. Zu verschiedenen 
Zeiten wurden Proben mit 15 ccm in 15 ccm Schenkfliissigkeit 
lhineimpipettiert. 


Tab. I. mg Milchsiure in den ganzen Reaktionsmischungen. 




















Stdn. A 5 C D 
0 17,37 15,77 17,15 — 
4 18,40 21,71 27,78 64,77 
7 20,91 23,54 38,82 66,38 


Zum Vergleich fihren wir die entsprechenden Versuche 
mit Extrakt aus Rattenmuskulatur an.) 

Der Extrakt war bei Zimmertemperatur aber sonst unter 
censelben Bedingungen wie vorher dargestellt. Trockengewicht 
vom Extrakt 0,019 g pro 1 ccm. Die Versuche wurden wie 
vorher ausgefiihrt, die Milchsaiurebildung jedoch bei Zimmer- 
temperatur (17°). 





') Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S, 202 (1927). 
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Tabelle II. Mb-Reduktion. 





ieee a 








Nr. 1 cem Extrakt + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Entfirb. 2, 
Puffer + (Min.) 
1. 2 0,5 eem Wasser 115 112 
3. 4 0,5 cem Succinat 83 82 
5. 6. 0,5 cem Zymophosphat 89 94 
i. 0,5 cem Glykogen 98 101 








Tab. IV. mg Milchsiure in den ganzen Reaktionsmischungen. 











Stunden A B C 
0 20,72 20,00 19,80 
4 9,08 9,48 27,92 
~ 14,88 18,40 27,60 











Versuche mit Extrakt II. 


Der Extrakt war aus gleichen Teilen Kaninchenmuskulatw, , 
Sand und Wasser dargestellt. Trockengewicht vom Extrakt 
0,0332 g pro 1 ccm. 


Tabelle V. Mb-Reduktion. 


Die Reagenzien wie vorher. 











Nr. 1 ccm Extrakt + 0,5 cem Mb + 0,5 ccm Puffer + 

1, 2. 0,5 eem Wasser ( 
3. 4 0,5 cem Suceinat F 
5. 6. 0,5 eem Zymophosphat I 
7. %, 0,5 cem Glykogen . 





Nach 5 Stunden 1. 2. noch stark gefarbt, die andereu 
Proben schwach gefarbt, 3. 4. am schwichsten, 5. 6, an 
stiirksten. 

Bei der Milchsiiurebildung wurde stets eine Probe oli 
Kohlehydratzufuhr, eine mit Glykogenzusatz und eine mit Zymo- 
phosphatzusatz gemacht. In den Versuchsreihen 2, 3, 4 und 0 
wurde auBerdem zu allen Proben bzw. Insulin (2 Konzentrationen . 
Adrenalin und Co-Zymase zugesetzt. 
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Die Reaktionsmischungen der Versuchsreihe 1 haben die 
folgende Zusammensetzung: 
A b C 
90 eem Extrakt 90 cem Kxtrakt 90 ecm Extrakt 
86 cem K-Na-Phosphat- 36 cem K-Na-Phosphat- 36 cem K-Na-Phosphat- 
ldsung 10°/). py=6,12 lésung 10°/,. py =6,12 lésung 10°/9. py =6,12 


54 eem Wasser i8ecm 5°/,iger Gly- 18 cem 10°/, iger Zymo- 
kogenlésung phosphatlésung 
36 ccm Wasser 36 cem Wasser 


Die in den anderen Versuchsreihen mit A, B und C be- 
zeichneten Reaktionsmischungen haben die oben angegebene 
Zusammensetzung, enthalten jedoch statt 36 com Wasser einen 
Zusatz von Insulin, Adrenalin oder Co-Zymase. 

Der Ubersichtlichkeit wegen sei noch folgende Zusammen- 
stellung iiber die prozentische Zusammensetzung der Reaktions- 
mischungen angefiihrt: 














Zusatz A B C 
Mutweet «lk ts 50 50 50 
Phosphat . . . . 2 2 2 
Glykogen. . . . —— 0,5 — 
Zymophosphat . . — — 1,0 


Die \ersuche wurden bei Zimmertemperatur gemacht. Zu 
den Glykogenbestimmungen wurden 20 ccm Probe in 20 ccm 
60°) iger Kalilauge hineinpipettiert, zu den Glucose- und Milch- 
siurebestimmungen 30 ccm Probe in 15 ccm Schenkfliissigkeit. 
Hie in die Tabellen eingetragenen Werte beziehen sich immer 
auf die ganzen Reaktionsmischungen. 


Versuchsreihe 1. Ohne Zusatz. 
Tabelle VI. mg Glykogen. 





Stunden A B C 
0 14 49] 22 
25 17 208 30 
5,0 11 131 i9 
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Tabelle VII. mg Glucose. 
Stunden A B C 
0 46 83 347 
2,5 37 249 288 
5,0 97 283 239 








Tabelle VIII. 








Stunden A B C 
QO 99 SS 104 
25 101 149 183 
V0 101 216 24% 











Versuchsreihe 2. Insulinzusatz. 


Es wurde die bei den Muskelversuchen von Ahlgren' 


] 
von : 


optimale Insulinkonzentration ten 
as 





int. Kinh./cem Reak. 


tionsmischung gewillt. 


Tabelle IX. mg Glykogen. 

















Stunden A B C 
QO 19 423 23 
25 28 181 19 
3,0 28 106 19 

Tabelle X. mg Glucose. 

Stunden A B C 
QO 46 182 358 
20 28 283 293 
1,0) 46 312 259 


a ee 











) Ahlgren, Dissertation, Lund (1925). 
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Tabelle XI. mg Milchsaure. 





Stunden A B C 
Q 109 108 99 
2,5 115 182 170 
5,0 108 200 193 











Versuchsreihe 3. Insulinzusatz. 
Die Insulinkonzentration war diesmal 10°mal gréBer als 


vorigen Versuch. 


Tabelle XII. mg Glykogen. 

















Stunden A B C 
0 14 391 19 

2 5 17 163 19 
5,0 19 98 19 

Tabelle XIII. mg Glucose. 

Stunden A B C 
(} 65 9()2 372 
2.5 79 297 301 
0 106 301 263 


Tabelle XIV. 











mg Milchsiure. 





Stunden A B C 
0 91 108 92 
2.5 90 163 159 
5,0 103 167 162 


Versuchsreihe 4. 


Die 











Adrenalinzusatz. 


Adrenalinkonzentration nach Ahlgren 107. 














Tabelle XV. mg Glykogen. 
Stunden A B C 
Q 19 441 19 
2,0 19 197 19 
2,0 ig 114 19 
7 
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Tabelle XVI. mg Glucose. 

















Stunden A B C 
0 92 283 387 
2,0 79 301 244 
5,0 74 196 273 





Tabelle XVII. mg Milchsiiure. 








Stunden A B C 
0 104 155 102 
205 113 136 13 
5,0 108 105 173 








-Versuchsreihe 5. Co-Zymasezusatz. 


Das Co-Zymasepriparat war durch Bleifillungen bei p,, = ¢ 
und bei p,, = 10 gereinigt. Aktivitat 66 com CO,/Stunde pr 
1ccm somit ACo = 4100. Von dieser Lésung wurden 30 ccu 
mit 95 ccm Wasser verdiinnt und dann mit 3 ccm NaOH bis 
neutral gegen Lackmus neutralisiert. Von der letzten Lisun: 
36 cem zu jeder Probe. 


Tabelle XVIII. mg Glykogen. 








Stunden A B C 
0 19 400 33 
25 19 170 38 
5,0 19 89 33 








Tabelle XIX. mg Glucose. 











Stunden A B C 
0 14 186 382 
2,5 14 317 337 
5,0 i4 308 253 : 
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Tabelle XX. mg Milchsiure. 

















Stunden A B C 
0 104 120 88 
2.5 138 160 156 
5,0 109 188 163 
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Zusammenfassung der Zahlenergebnisse. 


In die folgenden 5 Tabellen sind fiir die Proben mit zu- 
gesetztem Glykogen die Verhiltnisse zwischen verschwundenem 
Glykogen, gebildeter Milchsiure und gebildeter Glucose, ein- 
cetragen. Bei den Glykogenbestimmungen kann wahrend der 
Hydrolyse ein Teil des Zuckers gespalten werden, und die Gly- 
kogenwerte werden darum zu niedrig ausfallen. Bezeichnen 
wir die richtigen Glykogenwerte nach verschiedenen Zeiten mit 
bzw. 4 und B und bringen wir wegen der Zuckerspaltung 
wihrend der Hydrolyse eine Korrektur x bzw. y an, so erhalten 
wir fiir den experimentell gefundenen Glykogenverbrauch den 
Ausdruck 4-2 —(B—y)=A— B—(x—y). Da y nicht 
gréBer als z sein kann, kann sich der experimentell bestimmte 
(slykogenverbrauch nicht zu hoch, wohl aber zu niedrig ergeben. 
Die Differenzen kénnen somit zu niedrig, nicht zu hoch sein. 
Die Werte sind in mg der betr. Stoffe ausgedriickt. 


Versuchsreihe 1. Ohne Zusatz. 





cig, |Verschwundenes|Gebildete] Gebildete |Glucose + Milchsiiure | ,,. 
Stdn. r ts : Ditt. 
Glykogen Glucose | Milchsiiure}| als Glykogen ber. 
2,9 283 166 83 224 a9 
,0 360 200 174 336 24 


: : 1 
Versuchsreihe 2. —— 











- int. Insul.-Einh 








./ccm Reaktionsmischung. 











510° 
Stdn, |Verschwundenes|Gebildete| Gebildete | Glucose+ Milchsiure Diff 
Glykogen Glucose | Milchsiure}] als Glykogen ber. 
2,90 242 101 102 183 59 
5,0 317 130 125 229 88 

















In obigen Tabellen sind die Milchsiiurewerte mit dem Faktor 1,363 
2 multiplizieren; im folgenden ist diese Korrektur eingefiihrt. 
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Versuchsreihe 3. 
10°mal gré8er als im vorigen Versuche.) 


Insulinzusatz. 


(Die Insulinkonzentratio) 






































Stdn Verschwundenes| Gebildete] Gebildete | Glucose + Milchsiure Die 
Glykoge Glucose | Milchsiiure| als Glykogen ber, 
2,5 228 95 75 158 1 
5,0 293 99 81 162 18 
Versuchsreihe 4. Adrenalinzusatz. 
(Die Adrenalinkonzentration 107 !”.) 
Stdn Verschwundenes|Gebildete} Gebildete | Glucose+-Milchsaure Dia 
Glykogen Glucose | Milchsiure| als Glykogen ber. 
2.5 244 18 — 26 it 25 
5,0 327 —87 — 69 — i141 465 
Versuchsreihe 5. Co-Zymasezusatz. 


(Die Konzentration friiher beschrieben in Versuchsreihe 5.) 























Stdn Verschwundenes] Gebildete] Gebildete | Glucose + Milchsiure Dit 
Glykogen Glucose | Milchsiure} als Glykogen ber. sa 
2,5 230 131 D4 167 62 
5,0 311 122 92 193 118 
Anhang. 


Die bei der Glykogenspaltung auftretende Glucoseform.’ 
Frische Rattenmuskulatur wurde mit Sand und Glykogenlésung 
zerrieben und im Kollodiumsack 1/, Stunde in einer kleinen 
Wassermenge dialysiert. Die Drehung der AuBenfliissigkeit 
wurde im 2-dm-Rohr zu 0,00 bestimmt. Durch Zusatz eines 
Tropfens 4n-NaOH dnderte sich dieses Resultat nicht. 


Bd. 178, 8. 444 


1) Siehe hierzu auch Lohmann, Biochem. Zs. 
(1926.) 

















Uber Heptoside. 
Von 


Erhard Glaser und Norbert Zuekermann. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Universititsinstitutes 
in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Mirz 1927.) 


Schon bei der Auffindung der verschiedenen Methyl- 
glykoside und Festlegung deren Struktur hat Emil Fischer’) 
der Erwartung Ausdruck gegeben, daB Verbindungen ihnlicher 
Art und Isomerieverhiltnisse sich auch mit anderen Zucker- 
arten, wie Pentosen, Heptosen usw., werden herstellen lassen. 
Seit dieser Zeit nun wurde vom genannten Forscher und 
seinen Mitarbeitern eine Reihe von Glykosiden dargestellt und 
untersucht, eine groBe Anzahl als Naturprodukte vorgefunden 
und einige der letzteren auch zu synthetisieren versucht, wobei 
gewohnlich die von E. Fischer’) ausgearbeiteten Methoden, 
aber auch der von E. Bourquelot und Herissey*) aut- 
gefundene biochemische Weg Anwendung fanden. Den Ein- 
flu8 der Konfiguration des Glykosidmolekiils auf die Wirkung 
des Emulsins hat Emil Fischer‘) spater festgelegt. Aus der 
weiten Verbreitung dieses Fermentes in der Pflanzenwelt, wie 
es schlieBlich Rosenthaler®) aufgefunden hat, kann wiederum 
auf das viele Vorkommen von Glykosiden geschlossen werden, 
deren Bildung mit verschiedenen aromatischen Verbindungen 
sowohl in der Pflanze als auch in den keimenden Samen von 
G. Ciamician und C. Ravenna‘) experimentell festgestellt 
werden konnte. 
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Andererseits haben auch schon W. Mestrezat und 
M. Janet") darauf aufmerksam gemacht, daB Blausdure und 
Zucker in der Ptlanze oft zusammentreffen, auf diese Weise 
vielfach Pentosen in Hexosen usw. iibergehen und daB der Stick- 
stoffwechsel der Ptlanze mit ihrem Kohlehydratstoffwechsel eng 
verkniipft ist. 

Indessen konnte auch mehrfach das Vorkommen von 
Heptiten [Volemit, nach Bourquelot, E. Fischer im Lac- 
tarius volemus‘), nach Bougoult und Allard®) bei einigen 
Primulaceen; Perseit nach Maquenne im Laurus Persea?)), 
Heptenen (z. B. in einigen iitherischen Olen) und Heptosen 
(Sedoheptose in der Crassulaceae Sedum spectabile, nach 
La Forge, F. B. and C. 8. Hudson?); Perseoheptose in der 
reifen Frucht von Avogado (Persea gratissima), nach La Forge 
¥. K. Wrigth!*), in der Pflanzenwelt beobachtet werden. 

Endlich hat F. Rosenberger'*) in einem Falle von 
Diabetes iiber das Auftreten einer Heptose im Harn be- 
richtet. 

Auf Grund dieser Betrachtungen schien es angezeigt, sich 
mit der Herstellung glykosidiihnlicher Verbindungen mit Hep- 
tosen zu befassen, von denen méglicherweise eine Anzahl eher 
oder spiter in der Natur aufgefunden werden wird. Hierbei 
wurde in erster Linie an solche Verbindungen als Aglykone 
gedacht, deren Vorkommen vornehmlich an die Pflanze ge- 
kniipft ist und deren Glykoside bereits bekannt sind, um die 
sich ergebenden Unterschiede von den mit ihnen bereiteten 
Heptosiden zu studieren. Die Glykoside haben fernerhin 
durch ihre pharmakologische Bedeutung vielfache Verwendung 
erlangt. Die pharmakodynamische Wirksamkeit hingt ihrer- 
seits neben anderen von der GréBe der Molekiile und der damit 
verkniipften erschwerten Ausscheidung ab, Umstiinde, die den 
Heptosiden gegeniiber den Glykosiden einen gewissen Vorrang 
sichern miBten. 

Zur Gewinnung des Ausgangsmaterials wurde im all- 
gemeinen nach den Anweisungen KE. Fischers!) vorgegangen, 
der nach nachstehenden Reaktionsstufen die Gluco-«-heptose 
aufbaute: 
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d-Glucose Nitril Siiure Lacton a-Heptose 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 
| | | | | 
H-C-0-H H-C-0-H H-C-0-H H-C-O-H H-C-O-H 
| | | | 
H-C-O-H H-C.0-H H-C-O-H H-C-0-l H-C-O-H 
| | | | | 
H.0-C-H H-0-C-H H-0-C-H ~C-H H-O-C-H 
| | | | | 
H-C-O-H H-C-O-H H-C-0-H H-C-0-H H-C-O-H 
; rp H é 0-H H.-C. H.C 
oo C-ON ; . | = )-H it aries 
H COOH : C C:0O 
H : 
+ 2H,0 O H 


Die Blausiiure wurde nach Gattermann!’®) hergestellt, 
Da es gelungen ist, das Glucoheptonsiurelacton in bedeutend 
besserer Ausbeute zu erhalten, so erscheint es geboten, die 
Abweichungen, die sich bei der Darstellung desselben ergaben 
und auf welche der Mehrgewinn an Lacton zuriickzufiihren ist, 
kurz anzugeben. 


Glucoheptonsaurelacton. 

Von 2kg Glucose (Merck pro infusione) wurden in 10 
init Gummistopfen versehene Flaschen & 1'/, Liter je 200 g 
gebracht, dann in je 1 Liter 3°/,iger Blausiure gelést, mit 
wenigen 'Tropfen NH, versetzt und bei einer ‘Temperatur von 
25° durch 5—6 Tage im Brutkasten stehen gelassen. Bereits 
nach einem Tag verfiirbte sich die Lésung und war nach Ablauf 
der Zeit dunkelbraun geworden, ohne aber dabei an Durch- 
sichtigkeit einzubiiBen. Zwecks Entfernung der iiberschiissigen 
jlausiure wurde die Lésung sodann rasch zum Sieden erhitzt 
und hierauf mit einer heifen Lésung von je 250 g Ba(OH), 
in 800 cem H,O in einer weiten Schale bis zum Verschwinden 
des NH, auf 70—80° unter bestiindigem Umriihren und je- 
weiligem Ersatz des verdampften Wassers erwiirmt, was in 
der Regel 2—3 Tage dauerte. Nachdem alles NH, ver- 
schwunden war, wurde nun die Masse mit der auf Barium 
berechneten Menge an H,SO, in geringem Uberschu8 behandelt 
und die Lésung bis zum Verschwinden der Blausiiure gekocht. 
Kin sehr kleiner Gehalt an freier H,SO, scheint die Ausbeute 
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und Krystallisationsfihigkeit wesentlich zu erhéhen. Nach dem 
Absitzea des Bariumsulfatniederschlages auf dem Wasserbade 
wurde die iiberstehende Fliissigkeit dekantiert, das BaSO, 
mehrere Male mit heiBem Wasser aufgeschlemmt und die 
vereinigten Filtrate auf dem Wasserbade zur Sirupkonsistenz 
eingedampft. 

Entgegen den Angaben Emil Fischers, der erst nach 
mehrwoéchigem Stehenlassen die Lactonabscheidung herbeizu- 
fiihren vermochte, setzte hier die Krystallisation in der Kilte 
rasch ein und war bereits nach 83—5 Tagen beendet. Die 
Krystalle wurden mit 80°/,igem Alkohol angerieben und nac! 
einigem Stehen abgesaugt. Nach dem Waschen zeigten die- 
selben ein schwach gelbliches Aussehen. Die Ausbeute schwankt 
zwischen 30—35°/, in bezug auf den angewandten Trauben- 
zucker (650—700 g). Das Filtrat lieferte bk © | kindampfen 
und Stehenlassen in der Kilte ungefaihr 18°/, desselben Ma- 
terials. Wurde das eingedampfte Filtrat von letzterem nac': 
mehrmonatigem Stehen neuerdings derselben Behandlungs- 
weise unterworfen, so konnten noch 9°/, an gleichem Produkt 
gewonnen werden (180 g). Die Gesamtausbeute an «-Gluco- 
heptonsiiurelacton belief sich somit auf 57—62°/ 
EK. Fischer nur 30—35°/ 
vermochte. 

Die Reinigung wurde durch Behandeia mit Tierkohle. 
Liésen in der gleichen Gewichtsmenge H,O, Zusatz des gleichen 
Volumens 96°/,igen Alkohols und starke Abkiihlung bewerk- 
stelligt. 

Die bedeutende Erhéhung der Ausbeute an Lacton kann 
wohl auf die besondere Reinheit der Ausgan, aaterialien, au‘ 
die konstante Temperatur wiihrend der Nitrilbildung, vornehm- 
lich aber auf die langsame Verseifung des Nitriles und den 
Umstand, daB wihrend der ganzen Operation die Temperatur 
80° nicht iiberstiegen hat, zuriickgefiihrt werden. 


3 ; 
o» Wahrend 


» an diesem Material zu gewinnen 


a«-Glucoheptose. 


50g des «-Glucoheptonsiurelactons wurden nach dem 
Vorgange E. Fischers?}5) in 500 ccm Wasser gelést, mit 4 bis 











ie 


| enamel 
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5 ccm 20°/,iger H,SO, angesiiuert und bis zur Kisbildung ab- 
gekiihlt. Nach dem Zusatze von 250g 21/,°/, Natriumamal- 
gams wurde stark geschiittelt, wobei die Lésung dauernd sauer 
bleiben und zeitweise abgekiihlt werden muB. Nachdem etwa 
750 g des Natriumamalgams in diesem Sinne verbraucht waren, 
wurde die Operation unterbrochen; die vom Hg getrennte 
Lisung mit Alkali im UberschuB versetzt, nach einhalbstiin- 
digem Stehen genau neutralisiert, zum Sieden erhitzt und 
das achtfache Volum heiBen 96°/ igen Alkohols (etwa 5 Liter) 
unter Umrithren hinzugefiigt. Nach 12stiindigem Stehen 
wurde filtriert und der Alkohol abdestilliert. Die verbliebene 
wibrige Lésung schied nach der Behandlung mit Tierkohle 
und starkem EKinengen auf dem Wasserbade die Glucoheptose 
als dicken Krystallbrei ab, dessen Menge nach dem Erkalten 
zunahm. 

Die Ausbeute zu erhéhen, gelang hier nicht, obwohl auf 
die Verwendung moglichst reiner Materialien und das Er- 
halten des Reaktionsgemisches auf tiefer Temperatur groBer 
Wert gelegt wurde. Auch das von Neuberg und Marko") 
fiir diese Zwecke empfohlene Calciumamalgam wurde ohne 
Erfolg versucht. Nur mit Miihe war die von EK. Fischer 
angegebene Ausbeute von 31°/, zu erreichen. Die Arbeit 
L. H. Philippe’s!’), der durch Abiinderung der Fischerschen 
Bereitungsvorschrift eine Ausbeute von 62°/, zu erzielen ver- 
mochte, ist uns bedauerlicherweise erst spiter zugiinglich ge- 
wesen. 


b-Hexacetyl-a-glucoheptose. 


Diese vor 4. Fischer bereits dargestellte und von ihm 
als Decacetyldiglucoheptose 15) bezeichnete Verbindung  er- 
hielten wir in schén krystallisierter Form und sehr guter Aus- 
beute auf folgende Weise: 

3g wasserfreies Natriumacetat wurden mit 6 g fein ge- 
pulverter a@-Glucoheptose in 30 g Essigsiureanhydrid auf dem 
Wasserbade unter bestiindigem Umschiitteln mit aufgesetztem 
Steigrohre durch 15—20 Minuten bis zur Lésung behandelt 
und zur Vollendung der Reaktion etwa 2 Stunden dortselbst 
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stehen gelassen. Nachher wurde das Reaktionsgemisch in 
200 ccm Eiswasser allmahlich unter Riihren eingegossen, wo- 
durch es in sehr kurzer Zeit zu einer festen krystallinischen 
Masse von gelblichem Aussehen erstarrte. Nach 12stiindigem 
Stehen wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen, zwecks voll- 
stiindiger Zerstérung des Essigsiiureanhydrids im zerkleinerten 
Zustande neuerdings derselben Behandlungsweise unterworfen 
und hierauf aus verdiinntem Alkohol unter Zusatz von etwas 
Tierkohle umkrystallisiert. Nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren aus demselben Solvens betrug der Schmelzp. 135° Der 
Kérper bildet lange, farblose Nadeln, die auBerst leicht léslich 
sind in Aceton, Acetessigester, Essigester, Chloroform und 
Phenol in der Kilte, leicht léslich in warmen Methyl- und 
Athylalkohol, Benzol und Ather, schwer léslich in Schwefe!- 
kohlenstoff und unléslich in Wasser, Nylol und Petrolither. 
Die Ausbeute betrug etwa 6 g. 


Franchimont’’) hatte gelegentlich seiner Untersuchungen 
iiber die beiden Pentacetylglucosen der Vermutung Ausdruck 
gegeben, daB die von #. Fischer als Decacetyldiglucoheptose 
bezeichnete Verbindung nach ihrer Darstellungsweise und der 
Moglichkeit, diesen Kérper in zwei Formen von verschiedenen 
Schmelzpunkten zu gewinnen, als Hexacetylglucoheptose aut- 
zufassen sei, welcher Meinung sich iibrigens Fischer?) nach- 
her anschloB, ohne daff jedoch die beiden Autoren ihre An- 
sicht durch eine genauere analytische Charakterisierung er- 
hirtet hitten. C. Hudson und E. Yanowsky#!) gelang es 
spiiter durch Polarisation und genaue Bestimmung der Schmelz- 
punkte, gestiitzt auf die analogen Verhiltnisse bei den beiden 
Pentacetylglucosen, die e- und #-Form zu unterscheiden. Da 
aber dieses Produkt zum Aufbau des Acetohalogenzuckers und 
in weiterer Folge zur Darstellung der den Glykosiden niachst 
héheren homologen Heptoside verwendet werden sollte, schien 
es geraten, eine genauere Identifizierung durch eine Acety]- 
gruppen- und Molekulargewichtsbestimmung vorzunehmen. 


Acetylgruppenbestimmung nach Wenzl: 0,1719g Substanz ver- 
brauchten zur Neutralisation der Essigsiiure 22,2 eem n/10-Natronlauge. 
6 Acetyleruppen ber. 55,84°., gef. 55,53 °5. 
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Molekulargewichtsbestimmung nach Beckmann: 0,2755 g Substanz 
in 10,5977 g Benzol: Depression: 0,305. 


C,,H.,0,, Ber. 462 Gef. 451,7 

Es konnten demnach durch diese Analysen die <Aui- 

fassungen von Franchimont, C. Hudson und E. Yanowsky 

beziiglich der urspriinglich von E. Fischer als Dec-acetyl-di- 
elucoheptose bezeichneten Verbindung gestiitzt werden. 


5-Acetobrom-c-glucoheptose. 


Analog der Darstellungsweise der Acetobromglucose nach 
kK. Fischer?’) wurden 3 g gepulverte 8-Hexacetyl-«-glucohep- 
tose mit 7g in Hisessig bei 0° gesittigtem Bromwasserstoff 
versetzt und bei gewoéhnlicher Temperatur bis zur vollstan- 
digen Lésung kriftig geschiittelt. Diese Operation wurde in 
inem kleinen mit Steigrohr versehenen Erlenmeyerkélbchen 
ausgefiihrt. Nach erfolgter Liésung la8t man die Masse unter 
bfterem Umschiitteln durch 2 Stunden bei gewohnlicher Tem- 
peratur am besten im Dunkeln stehen. Nach Ablauf dieser 
Zeit wurden zur Lisung 15 ccm Chloroform zugefiigt und die 
Masse in wenig Kiswasser gegossen. Die Chloroformschicht 
wurde abgehoben; die wiBrige Lésung mit weiteren 5 ccm 
Chloroform geschiittelt; letzteres wieder abgehoben und mit 
dem ersten Auszuge vereinigt, mit 25 ccm Wasser gewaschen. 
Der Chloroformauszug wurde hierauf tiber Chlorcalcium bis 
zur vollstandigen Klairung kurze Zeit stehen gelassen, nach 
erfolgter Filtration das Chloroform im Vakuum bis zur Sirup- 
konsistenz eingeengt und mit absolutem Alkohol bei Eiskilte 
im Uberschu8 versetzt, worauf Krystallabscheidung  eintrat. 
Das Produkt wurde scharf abgesaugt, mit wenig eciskaltem 
Alkohol gewaschen und im Exsiccator iiber Natronkalk und 
Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Ausbeute betrug 2,4 g. 
Der Schmelzpunkt der umkrystallisierten reinen Substanz liegt 
gegen 110°. Sie krystallisierte in schénen sechsseitigen Tafeln 
aus einem Gemisch von Chloroform und Alkohol, aus Tetra- 
chlorkohlenstoff in vierseitigen Tafeln, aus Ather in wetzstein- 
formigen Krystallen. Durch diese Bereitungsweise ist sie im 
Gegensatze zur Acetobromglucose sogar im unreinen aber 
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trockenen Zustande durch Monate haltbar. Noch leichter ge- 
lingt die Abscheidung des Acetohalogenkérpers durch lang- 
samen Zusatz von Petrolither zur Chloroformlésung und An- 
kratzen der GefafRwiinde; doch scheint das auf diese Weise 
gewonnene Produkt weniger haltbar zu sein. Die (-Aceto- 
brom-a«-glucoheptose ist schon in der Kilte duBerst leicht 
lislich in Aceton, Benzol, Chloroform, Essigester, leicht in 
Ather, sehr schwer in Alkohol und Tetrachlorkohlenstoff in 
der Kilte, unléslich in Wasser und Petrolither. 
0.1690 g¢ Substanz gaben 0,2620 g CO, und 0,692 g H,O 


) 
0,1054 g , 0,1620¢ CO, ,, 0,445 g H,O 
0,2641 g¢ i , 09,1020 g AgBr 
0,1970 g a , 09,0748 g AgBr 
C, 71230; Br 
Ber. C 42,239, H 4,76°/, Br 16,56°/, 
wef. ,, 42,28, 41,92°/, ,, 4,58, 4,72°, », 16,44, 16,16 °, 


Molekulargewichtsbestimmung nach Eykmann: 0,1361 g Substanz 
in 8,29 ¢ Phenol: Depression 0,25°. 
Molekulargewicht: Ber. 483 Gef. 4925 


Zur Darstellung der Heptoside wurden verschiedene von 
der Glykosidsynthetisierung her bekannte Methoden verwendet, 
die bei den einzelnen Heptosiden angegeben sind. 

Zunichst wurde eine Synthese mit Geraniol, dem Haupt- 
bestandteile des Palmarosaéls, vorgenommen; das entsprechende 
Gzlykosid wurde seinerzeit von EK. Fischer und Helferich*’) 
gewonnen. 


Pentacetyl-/-geraniol-c-glucoheptosid, 
C,,H,,—O—C,H,0,(CH,CO),. 

3g 3-Acetobrom-a-glucoheptose wurden nach dem Vor- 
sange von Emil Fischer in 70 ccm absolutem Ather gelist, 
Sg Geraniol hinzugefiigt und bei Gegenwart von 2,25 g frisch 
bereitetem, mit Alkohol und Ather gewaschenen und im Ex- 
siccatur getrocknetem Silberoxyd bei gewéhnlicher Temperatur 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Die Operation wurde 
als beendet angesehen, wenn eine filtrierte Probe mit Wasser 
und AgNO, gekocht, auf Zusatz eines Tropfens HNO, keinen 
Niederschlag von AgBr mehr gab. Sie nahm etwa 6—8 Stunden 
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in Anspruch. Die Lésung wurde nun filtriert und der Ather 
im Vakuum verdampft. Es hinterbleibt ein farbloser Sirup, 
der stark nach Geraniol riecht. Zwecks Entfernung des letz- 
teren bringt man das Reaktionsprodukt in ein kleines Kélbchen, 
iibergieBt mit etwa 30 ccm Wasser und leitet solange Wasser- 
dampf durch, bis das Destillat keinen Geraniolgeruch mehr 
zeigt, was bei der angewendeten Menge 3—4 Stunden Zeit in 
Anspruch nahm. Es hinterblieb ein schwach gelb gefirbtes 
Ol, das nach 1tigigem Aufbewahren im Kisschrank krystal- 
linisch erstarrte. Nach dem Absaugen wird das Pentacetyl-f- 
ceraniol-¢-glucoheptosid aus 50°/, Alkohol unter Zusatz von 
etwas Tierkohle umkrystallisiert. Schon beim Erkalten fallt 
es in Form von langen, farblosen, prismatischen Nadeln aus, 
deren Ausbeute etwa 3¢ betrug. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren ist die Substanz rein und zeigt einen Schmelz- 
punkt von 83,5—84,5°. Sie ist sehr leicht léslich in Aceton, 
Ather, Benzol, Chloroform und Xylol in der Kialte, leicht in 
{ssigester und Acetessigester, schwerer in Alkohol und unlés- 
lich in Wasser und Petrolither. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuumexsiccator 
getrocknet. 

4,194 mg Substanz gaben 9,022 mg CO, und 2,811 mg H,0. 

3,011 mg ‘ »  6,446mg CO, ,, 1,910mg H.O (nach 
Pregl). 

Cn hig is Ber. C 58,23°/, H 7,24°/, 
Gef. ,, 58,67 58,39°/, , 7,50 7,10%,. 

Mol.-Gew. nach Rast: 0,594 mg Substanz in 8,395 mg Campher, 
Depr, 5,5°. 
3,32 Gef. 514,6. 

Polarisation: 0,0462 g Substanz in 0,4 cem CH,OH gelést (spezi- 
fisches Gewicht des Methylalkohols bei 20° 0,806) im 100 mm-Rohr, 
Drehung — 2,55, daraus (a),° =— 21. 


f-Geraniol-c-gluccheptosid, C,,H,,—O—C_H,.0,. 


Zur Verseifung des Pentacetyl-3-geraniol-e-glucoheptosid 
wurde nach dem Vorgange von E. Fischer und seiner Mit- 
arbeiter*4) gasférmiges iiber Calciumoxyd getrocknetes NH, in 
die eiskalte methylalkoholische Lésung (0,5 g auf 5 ccm Methyl- 
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alkohol) eingeleitet. Die Verseifung war binnen 15 Minuten 
beendet. Die ammoniakalische Lésung wurde im verschlossenen 
GefaiBe iiber Nacht stehen gelassen. Nach erfolgter Filtration 
und Kinengen im Vakuum hinterblieb ein Sirup, der erst nach 
lingerem Stehen iiber Chlorcalcium in farblosen Nadeln kry- 
stallisierte. Dieselben hatten einen Schmelzpunkt von 128 bis 
129°, waren geruchlos und leicht léslich in Wasser, Methyl- 
und Athylalkohol, schwerer in Benzol und trockenen Essigester, 
unlislich in Ather und Petrolither. Der Geschmack des 
Heptosids war stark bitter. 

Da jedoch diese Verseifungsmethode in der Regel zu einem 
Produkte fiihrte, das nur schwer zur Krystallisation zu bringen 
war, so schien es geraten, die Verseifung nach der Alteren 
Fischerschen Vorschrift mittels Ba(QH), vorzunehmen. Zu 
diesem Zwecke wurde 1g der Pentacetylverbindung mit 4 ¢ 
Ba(OH), in 60 ccm Wasser und 30 ccm Alkohol bei gewohn- 
licher Temperatur durch 8 Stunden geschiittelt, der iiber- 
schiissige Baryt mit CO, gefillt, filtriert und im Vakuum ein- 
gedampft. Der Riickstand mit trockenem Essigester ausgezogen, 
hinterlie8B beim Verdampfen des letzteren das Heptosid in schén 
krystallisierter Form. Zur Analyse wurde iiber P,O. getrockuet. 


3,213 mg Substanz gaben 6,920 mg CO, und 2,520 mg H,O (nach | 
Pregl). | 
C.sHeeD Ber. C 58,91°/, H 8,738 °/, 
Gef. ,, 58,74 » 8,78 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,255 mg Substanz in 

5,694 mg Campher, Depression 5,4°. 
Ber. 346,24 Gef. 331 

Polarisation: 0,0303 mg Substanz in 1,5 eem Wasser (spezifisches 
Gewicht des H,O bei 20° 0,9982) gelést, im 100 mm-Rohr: Drehung 0,50, 
daraus («),° = — 24. 

Ks wurde nun mit einem hydrierten Phenol dieselhe 
Operation vorgenommen. 


Pentacetyl-6-cyclohexanol-a-glucoheptosid, 
C,H,,—O—C,H,O,(CH,CO),. 
2,5 g §- Acetobrom-«- glucoheptose wurden in 60 ccm 
trockenem Ather gelést, 9 g trockenes Cyclohexanol hinzu- 





Uber Heptoside. 113 


gefiigt und mit 1,5 g Silberoxyd bei gewéhnlicher Temperatur 
durch 4 Stunden geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Silberoxyds 
und Verdampfen des Athers wurde zwecks Entfernung des 
iiberschiissigen Cyclohexanols Wasserdampf durch die Masse 
geleitet. Das hinterbleibende Ol wird in der Kalte bald fest 
und auch aus der Lésung scheiden sich nach kurzer Zeit 
hiibsche Krystalle aus. Nach dem Absaugen und Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Alkohol erhilt man das Pentacetyl-(- 
cyclohexanol-e#-glucoheptosid in Form von derben prismatischen 
Siulen, die bei 140—140,5° zu einer klaren Fliissigkeit schmelzen. 
Ausbeute 2g. Die Substanz war geruchlos und sehr leicht 
léslich in Aceton und Ather, leicht in Methyl- und Athylalkohol, 
Kssigester, Chloroform und Benzol, schwer in Tetrachlorkohlen- 
stoff und Xylol, unléslich in Wasser und Petrolaither. Zur 
Analyse wurde das Produkt im Vakuum iiber Chlorcalcium 
getrocknet. 
3,804 mg Substanz gaben 7,643 mg CO, und 2,402 mg H,O. 


3,202 mg » 6,406 mg CO, und 2,001 mg H,O (nach 
Pregl). 
CHO Ber. C 54,95°/, H 6,82°/, 
Gef. ,, 54,80 54,56, , 7,06 6,99°/, 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,512 mg Substanz in 
2,302 mg Campher: Depression 18°. 
Ber. 502,27 Gef. 494,3 
Polarisation: 0,0386 g Substanz in 0,4 cem CH,OH (spezifisches 
Gewicht des CH,OH bei 20° 0,806) gelést, im 50 mm-Rohr bei 20°: 
Drehung — 1,1. Daraus (a)2° = — 22. 


f-Cyclohexanol-c-glucoheptosid, C,H,,-—-O-—C,H,,0,. 

0,5 g des Pentacetylproduktes wurden in 4hnlicher Weise 
wie die entsprechende Geraniolverbindung in 5 ccm Methyl- 
alkohol suspendiert, mit trockenem NH, durch 20 Minuten be- 
handelt und im verschlossenen GefiiBe durch einige Stunden 
stehen gelassen. Nach dem Verdampfen des Alkohols verblieb 
die Substanz als krystallinische Masse. Beim Umkrystallisieren 
aus heiBem trockenen Essigester scheidet sich das Heptosid 
nach dem Erkalten in langen, zu Biischeln vereinigten Nadeln 
aus. Ausbeute iiber 0,2 g. Die Krystalle sind geruchlos von 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVI. 8 








114 Erhard Glaser und Norbert Zuckermann, 


sehr bitterem Geschmack und sehr leicht léslich in Wasser, 
leicht in Methylithylalkohol und Tetrachlorkohlenstoff, schwer 
léslich in heiBem Essigester, fast unléslich in Ather, Benzol 
und Chloroform und unléslich in Petrolaither. Der Schmelzpunkt 
der mehrfach umkrystallisierten Substanz war ungenau. Nach 
vorangegangener Erweichung gegen 149° konnte derselbe gegen 
153—157° fixiert werden. Das Produkt war zur Analyse iiber 
P,O, getrocknet. 


3,211 mg Substanz gaben 6,290 mg CO, und 2,462 mg H,0O. 


3,065 mg vs »  9,979mg CO, ,, 2,246 mg H,O (nach 
Preg]}). 
C,,H,,0, Ber. C 53,38, H 8,27%, 
Gef. ,, 53,42 53,2°/, 8,58 8,2°/, 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,507 mg Substanz in 
3,748 mg Campher, Depression 17,5°. 


Ber. 292,19 Gef. 309,2 
Polarisation: 0,0406 g Substanz in 1,5 cem H,O (spezifisches Ge- 
wicht des H,O bei 22° 0,9978) gelést, Drehung im 100 mm-Rohr bei 
22° —0,25. Daraus («),? = — 9,2. 
Das analoge Glykosid wurde ebenso wie das folgende von 
Fischer und Helferich?’) dargestellt. 


Pentacetyl-/-benzyl-c-glucoheptosid, 
C,H, —O—C,H,0,(CH,CO),. 


In derselben Art wie das Acetylprodukt des friiheren 
K6rpers wurde auch dieses aus 2,5 g f-Acetobrom-a«-glucoheptose 
in 60 cem trockenem Ather, 15 g Benzylalkohol und 1,5 ¢ 
Silberoxyd hergestellt. Nach 4stiindigem Schiitteln war die 
Operation beendet; der Ather wurde verdampft und der iiber- 
schiissige Benzylalkohol durch Wasserdampf entfernt. Das 
zuniichst dlige Produkt wird bald fest. Ausbeute 2,2 g. Aus 
60°/,igem Alkohol mehrmals umkrystallisiert, erhalt man die 
reine Substanz in Form von rhombischen Tafeln, die bei 111° 
erweichen und scharf zwischen 116—117° zu einer farblosen 
Fliissigkeit schmelzen. Der geruchlose Kérper ist leicht léslich 
in Aceton, Benzol, Ather, Essigester und Chloroform, etwas 
schwieriger in Methyl- und Athylalkohol, schwer in Tetrachlor- 





Uber Heptoside. 115 


kohlenstoff und Xylol und unléslich in Wasser und Petrolither. 
Zur Analyse wurde im Vakuumexsiccator getrocknet. 


3,434 mg Substanz gaben 7,098 mg CO, und 1,878 mg H,0. 


3,405 mg ‘ »  7,028mg CO, ,, 1,861 mg H,O (nach 
Pregl). 
C.,H,,0,. (510,24) Ber. C 56,44°/, H 5,92°/, 
Gef. ,, 56,37 56,299/, , 6,12 6,12°/, 


Acetylgruppenbestimmung nach Wenzel: 0,2146 g Substanz ver- 
brauchten zur Neutralisation der Essigsiure 20,58 ccm ‘/,,-n. Natronlauge 
(Faktor 1,0178). 

5 Acetylgruppen Ber. 42,13°/, Gef. 41,98°/, 

Da diese Bestimmung eindeutig war, konnte auf die Mole- 
kulargewichtsbestimmung verzichtet werden. 

Polarisation: 0,017 g Substanz in 0,25 eem CH,OH gelést (spezi- 
fisches Gewicht des CH,OH bei 18° betrug 0,8107), im 50 mm-Rohr bei 
18°: Drehung = — 1,12. Daraus («)}* = — 32. 


8-Benzyl-c-glucoheptosid, C,H, —O—C_H,,0,. 


Zur Verseifung, die in der bereits angefiihrten Weise vor- 
genommen worden ist, wurde 0,5 g Substanz in 4 ccm Methyl- 
alkohol eingetragen und trockenes NH, bei Eiskalte durch- 
seleitet. Uber Nacht unter Verschlu8 stehen gelassen, wurde 
das Heptosid beim Verdampfen des NH, und CH,OH in Form 
von langen feinen Nadeln erhalten. Mit trockenem Essigester 
ausgekocht und mehrmals aus diesem Solvens umkrystallisiert, 
gewinnt man es in langen, farblosen Nadeln, welche bei 147 
bis 148° schmelzen. Das Heptosid schmeckt stark bitter und 
ist sehr leicht léslich in Wasser, leicht in Alkohol, ziemlich 
schwer in trockenem Essigester in der Wirme, fast unléslich 
in Ather, Benzol, Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff und 
unléslich in Petrolither. Zur Analyse wurde es tiber P,O, 
getrocknet. 


3,192 mg Substanz gaben 6,456 mg CO, und 2,031 mg H,O. 


3,278 mg sy, » 6,896 mg CO, ,, 1,989 mg H,O (nach 
Pregl). 
C,,H,,0, Ber. C 55,96°/, H 6,71°/, 
Gef. ,, 55,16 55,719/, » %12 6,79°, 


8* 
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Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,345 mg Substanz in 

4,672 mg Campher, Depression 10,5°. 
Ber. 300,16 Gef. 281,3 

Polarisation: 0,0238 g Substanz in 2 ccm H,0 geloést (spezifisches 
Gewicht des Wassers bei 18° betriigt 0,9987), im 50 mm-Rohr bei 18 
Drehung: —0,26. Daraus (a)}\§ =— 43. 

Es wurden nun auch noch ein Heptosid mit dem Alkohol 
der Terpengruppe, dem Borneol vorgenommen, dessen Glykosid 
ebenfalls Fischer und Raske**) hergestellt haben. 


Pentacetyl-/-borneol-c«-glucoheptosid, 
C,,H,, —O—C,H,0,(CH,CO),. 

Die Darstellung entsprach genau der der friiher dar- 
gestellten Pentacetylverbindungen. Jedoch kam hier die 
Reaktion nur auBerordentlich langsam zustande. Es scheint 
dies, wie auch E. Fischer schon konstatieren konnte, bei dieser 
Gruppe eine allgemeine Eigenschaft zu sein, denn dahin ge- 
richtete Versuche bei Menthol fiihrten iiberhaupt nicht zum 
Ziele. Aus 2,5 g f-Acetobrom-«-glucoheptose in 60 ccm Ather, 
8 g Borneol sowie 2 g Silberoxyd betrug die Ausbeute nach 
mehrtigigem Schiitteln und Abdampfen des iiberschiissigen 
Borneols etwa 0,9 g an rohem Acetylkérper. Durch Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol wurde das Produkt in 
Form von derben langen Nadeln erhalten, deren Schmelzpunkt 
bei 146—146,5° hegt. Die Substanz ist sehr leicht léslich in 
Aceton, Ather, Benzol, Chloroform und Methylalkohol, schwie- 
riger in Athylalkohol und unléslich in Wasser und Petroliither: 
sie ist geruchlos. 

3,184 mg Substanz gaben 6,823 mg CO, und 2,098 mg H,0O. 


3,026 mg ”? 9 6,424 mg CO, 99 1,970 mg H,O (nach 
Pregl). 
C7 Hy O19 Ber. C 58,23°/, H 7,24 °/, 
Gef. ,, 58,44 57,90°/, » 7,87 7,28, 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,490 mg Substanz in 
3,123 mg Campher, Depression 11°. 
Ber. 556,32 Gef. 570,6 
Polarisation: 0,0068 g Substanz in 0,2 eem CH,OH geldst (spezi- 
fisches Gewicht des CH,OH bei 20° betrug 0,806), in 50 mm-Rohr be! 
20° Drehung: —1,12. Daraus (a)},° =— 65, 
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B-Borneol-c«-glucoheptosid, C,,H,, -O—C_H,,0,. 

Nach der Verseifung in der bekannten Weise wurden aus 
(,2 g des Acetylkérpers etwa die Hilfte an Heptosid gewonnen, 
das nach dem Verdunsten des Liésungsmittels in Form von 
prismatischen Nadeln vom SP 217 zuriickblieb. Diese waren von 
stark bitterem Geschmack, geruchlos und leicht léslich in warmem 
Methyl- und Athylalkohol, schwerer in heiBem Wasser, Ather, 
Benzol, Chloroform und Essigester und unléslich in Petrolither. 
Zur Analyse wurde tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

3,275 mg Substanz gaben 7,045 mg CO, und 2,608 mg H,O (nach 
Pregl). 

ee C,,H 90, (846,27) Ber. C 58,91, H 8,73, 

Gef. ,, 58,65 » 8,91 

Auf die Molekulargewichtsbestimmung, Polarisation und 
Kmulsinspaltung muBte wegen Materialmangel verzichtet werden. 

SchheBlich wurde noch ein Heptosid mit dem im Pflanzen- 
reiche ziemlich verbreiteten Vanillin hergestellt, dessen ent- 
sprechendes Glykosid EK. Fischer und Raske*4) bereits syn- 
thetisch gewonnen hatten. 


Pentacetyl-/-vanillin-«-glucoheptosid, 
C,H, - CHO - OCH,—O—C,H,0,(CH,CO),. 

2,2 g¢ Acetohalogenglucoheptose wurden in 50 ccm Ather 
gelést, 1,4 g Vanillin in 10 ccm ?3/, NaOH hinzugefiigt und 
die Masse bei gewoéhnlicher Temperatur geschiittelt. Nach 
voriibergehender Gelbfairbung briunt sich die Lésung und 
scheidet nach wenigen Stunden den gréBten Teil des Acetyl- 
kérpers krystallinisch ab. Die Operation ist in 8—10 Stunden 
beendet. Die Krystalle wurden abgesaugt, zur Entfernung des 
iiberschiissigen Vanillins mit Ather gewaschen und aus heiBem 
96°/, igen Alkohol umkrystallisiert. Schon auf Zusatz von wenig 
Wasser scheidet sich das Pentacetyl--vanillin-«-glucoheptosid 
in Form von langen, farblosen prismatischen Saéulen ab. Aus- 
beute 1,6 g. Der Schmelzpunkt liegt bei 179—180° Die 
Krystalle sind geruchlos und leicht léslich in Aceton, Benzol, 
Chloroform und Essigester, schwer in Methyl- und Athylalkohol 
sowie Ather und unléslich in Wasser, Xylol und Petrolither. 
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Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

3,760 mg Subst. gaben 7,490 mg CO, und 1,868 mg H,O (nach Preg!, 

3,266 mg __,, » 6,518 mg CO, ,, 1,580mgH,0 _,, ” 

C,;H,,0,, Ber. C 54,13°/, H 5,45°%/, 
Gef. ,, 54,83, 54,39°/,  ,, 5,56, 5,41°/, 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,648 mg Substanz gaben 

in 8,649 g Campher: Depression: 5,5 °. 
Ber. 554,24 Gef. 544,9 


Polarisation: 0,0266 g Substanz gaben in 0,35 cem Chloroform ge- 
lést (spez. Gew. des Chloroforms bei 18° betrug 1,469) im 100 mm-Rohr 
bei 18°: Drehung — 0,53. Daraus («)}* = — 6,9. 

Acetylgruppenbestimmung nach Wenz]: 0,1967, 0,1737 g Substanz 
verbrauchten zur Neutralisation der Essigsiure 17,30, 15,40 n/10-NaOQH 
Faktor 1,0178). 


5-Acetylgruppen: Ber. 38,79°/, Gef. 38,49, 38,8.°/, 


8-Vanillin-a-glucoheptosid, C,H,-CHO-OCH,—O—C,H,,0,. 


Das Acetylprodukt auf die iibliche Weise verseift, lieferte 
aus 0,4 ¢ beim Kinengen der methylalkoholischen Lésung im 
Vakuum etwa 50°/, des Ausgangsmaterials. Aus Methyl- 
alkohol zweimal umkrystallisiert, bildete es derbe Nadeln vom 
Schmelzp. 206—207°% Diese waren geruchlos, von stark 
bitterem Geschmack und in Methylalkohol leicht, in Wasser, 
Athylalkohol und Aceton schwerer lislich, fast unléslich in 
Ather, Benzol, Chloroform, Essigester und Tetrachlorkohlenstoft. 
Zur Analyse wurde die Substanz iiber P,O, im Vakuum ge- 
trocknet. 

3,099 mg Substanz gaben 5,949 mg CO, und 1,701 mg H,O (nach 
Preg)). 

C,;H,,0, Ber. C 52,29°/, H 5,86 %/, 
Gef. ,, 52,35 » 610 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,518 mg Substanz gaben 
in 6,100 mg Campher: Depression: 10°. 
Ber. 344,16 Gef. 339,7 
Polarisation: 0,0238 g Substanz gaben in 1,5 cem CH,OH gelis: 


(spez. Gew. des CH,OH bei 18° betrug 0,8197): Drehung im 50 mm-Robr 
bei 18° — 0,14. Daraus (a)}§ =— 17. 
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Alkalische Kupfersulfatlésung wird von simtlichen dar- 
gestellten Heptosiden und ihren Acetylprodukten auch beim 
Kochen nicht reduziert. Durch Erwirmen mit verdiinnter 
HCl oder H,SO, werden sie jedoch alle rasch hydrolysiert 
und ist der abgespaltene Zucker mit Fehling leicht nach- 
weisbar. 

Zur Feststellung, ob es sich in den vorliegenden Fallen 
um durch Emulsin spaltbare Verbindungen handelt, wurden 
0,0286 g des (£-Geraniol-e-glucoheptosids, 0,0352 g @-Cyclo- 
hexanol-a-glucoheptosid, 0,0202 g #-Benzyl-a-glucoheptosid und 
0,032 g 8-Vanillin-c-glucoheptosid der Reihe nach in je 1,3, 
1,3, 1,7 und 1 ccm H,O gelést und mit etwas mehr als der 
halben Gewichtsmenge eines gut wirksamen Emulsinpriparates 
versetzt, gut durchgeschiittelt und das Gemisch bei Brut- 
temperatur durch 5 Tage aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit 
wurde auf das Vorhandensein von freiem Zucker nachgesehen. 
Der Versuch fiel in allen Fallen negativ aus. Da aber 
andererseits die Enzymwirkung von der Konzentration der 
Wasserstoffionen abhangt, wurde der Versuch mit der fiir das 
Emulsin**) als giinstig erkannten Wasserstoffionenkonzentration 
etwa von 10~° durch Zugabe einer n/15-Natriumphosphat- 
lésung neuerdings vorgenommen. Es trat auch unter diesen 
Bedingungen keine Spaltung durch Emulsin ein. Ebenso er- 
wies sich der Kinflu8 des Hefeenzyms wirkungslos. 

Da schon Emil Fischer") betont hat, dab die Wirkung 
der Enzyme ausschlieBlich von der Konfiguration des Zucker- 
molekiils abhingt, und bereits geringe Abweichungen die 
Funktion derselben auszuschalten imstande sind, so finden wir 
in diesem Falle hierfiir eine neue Bestitigung. Die Verhialt- 
nisse liegen hier ahnlich wie bei den Xylosiden, deren Kon- 
figuration sich trotz ihrer groBen Ahnlichkeit mit den Glyko- 
siden einen enzymatischen Angriff widersetzt. Auch die Hep- 
tose ihrerseits mu8 wegen ihres genetischen Zusammenhanges 
mit der Glucose hinsichtlich ihres Baues mit der letzteren 
eine gewisse Ubereinstimmung zeigen und der Mehrgehalt 
eines Kohlenstoffatoms scheint hier die Ursache der Indifferenz 
derselben gegen Emulsin und Hefeenzym zu sein, wie es bei 
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den Xylosiden durch das Fehlen eines Kohlenstoffatoms der 
Fall ist. Als bemerkenswert muf jedoch hervorgehoben werden, 
daB diese Indifferenz besonders Zuckerarten mit ungerader 
Kohlenstoffanzahl und nicht durch 3 teilbare (Xyloside, Hepto- 
side) betrifft, wobei als Grundbedingung gelten darf, daB das 
enzymatische Agens nur jene Zuckerarten bevorzugt, deren 
geometrischer Bau nicht allzusehr von der d-Glucose abweicht. 

Saimtliche Heptoside haben einen bitteren Geschmack und 
gehéren trotz des Ausbleibens der Emulsinspaltung vermutlich 
der #-Reihe an. Hierfiir spricht vor allem die sehr ‘shnliche 
Konfiguration der Glykoside und Heptoside, ferner die den 
Glykosiden analoge Darstellungsweise der Heptoside ({iiber 
6-Hexacetyl-«-glucoheptose und f-Acetobrom-a-glucoheptose), 
die bei den ersteren nur zu f#-Derivaten fihrte. 

Es eriibrigt nur noch, auf die Unterschiede einzugehen, 
die bei den einzelnen Heptosiden gegeniiber den gleichartigen 
Glykosidverbindungen zutage treten, bei denen die Nichtzucker- 
komponente, wie bereits erwihnt, im Pflanzenreiche vielfach 
vorkommende organische Verbindungen sind. Ganz allgemein 
kann gesagt werden, daB die Heptosidbildung zumeist rascher 
zustande kommt als die der analogen Glykoside, daB ferner 
die ersteren ebenso wie ihre Acetylprodukte, namentlich wo 
es sich um schwer krystallisierbare Glykoside handelt, leichter 
und in charakteristischen Krystallformen zu erhalten sind als 
letztere, die bei den Heptosiden mehr zu grofen, derben 
langen Nadeln und Sidulen, bei den Glykosiden zu mehr oder 
weniger feinen Nadeln neigen. 

Aus nachfolgender Vergleichstabelle geht ferner hervor, 
daB sowohl die Heptoside als auch deren Acetylprodukte 
héhere Schmelzpunkte aufweisen, als die entsprechenden Gly- 
kosidverbindungen dieser Koérper, wobei die Acetylverbin- 
dungen immer niedriger schmelzen als die entsprechenden 
Glykosid- bzw. Heptosidverbindungen. Die Schmelzpunkte sind 
bei den Heptosiden in der Regel scharfer und fanden die 
Beobachtungen E. Fischers hinsichtlich der Schmelzpunkte 
des Benzyl- und Cyclohexanolglykosids nur beim Heptosid des 
Cyclohexanols ihre Bestitigung. MHinsichtlich der Schmelz- 
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punktsdifferenzen zwischen den Heptosiden und ihren Acetyl- 
verbindungen lassen sich mit den gleichartigen Glykosid- 
produkten keine GesetzmaBigkeiten feststellen. 

Die acetylierten Heptoside zeigen in ihren Léslichkeits- 
verhiltnissen eine gewisse Ahnlichkeit mit den analogen Gly- 
kosidverbindungen, die Heptoside hingegen sind in der Regel 
in den einzelnen Solventien schwerer léslich. 

Was das optische Verhalten anlangt, so haben die dar- 
gestellten Heptoside im allgemeinen ein geringeres spezifisches 
Drehungsvermoégen als die gleichartigen Glykoside, die Acetyl- 
produkte derselben bleiben in der Mehrzahl der Falle in 
dieser Hinsicht gegen die nichtacetylierten derselben Gattung 
zuriick, 

Durch Austausch der Baryt- gegen die Ammoniak- 
verseifung konnten endlich in der Verseifungsgeschwindigkeit 
der acetylierten Heptoside bedeutende Zeitersparnisse erzielt 
werden. 

Zusammenfassung. 

Bei der Bereitung des Ausgangsmaterials zur Herstellung 
von Heptosiden iiber Nitril und Saiure, konnte die Ausbeute 
an Heptonsaurelacton auf 57—62°/, (gegeniiber 30—35°/, von 
K. Fischer) erhéht werden, was durch Kombination mit der 
von L. H. Philippe fir die «-Glucoheptose verbesserten Be- 
reitungsvorschrift diese Zuckerart fiir Untersuchungszwecke zu- 
gainglicher erscheinen liBt. 

Die Auffassung Franchimonts beziiglich E. Fischers 
Decacetyldiglucoheptose als Hexacetylglucoheptose, welche 
nachher von C. Hudson und E. Yanowsky durch Polari- 
sation und Schmelzpunktsbestimmungen als «- und /-Ver- 
bindung charakterisiert werden konnte, wurde durch eine 
Acetylgruppen- und Molekulargewichtsbestimmung als Hex- 
acetylprodukt gesichert. 

Durch Einwirkung einer eisessigsauren Lésung von Brom- 
wasserstoft auf die #-Hexacetyl-«-glucoheptose konnte die 
B-Acetobrom-«-glucoheptose als Verbindung vom Schmelzp. 110° 


und nach ihrer Bereitungsweise als gut bestindig isoliert 
werden. 
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Heptosid Siedepunkt Krystall- Dar- Ver- | Polari- 
form stellung | seifung | sation 
Pentacet yl-f-vanillin-a- eed 
heptosid 7 179—180° | Siulen |8—10Std.J 20 Min. | — 6,9 
8-Vanillin-a-glucoheptosid . 206—207 | Nadeln — — — 17 
Pentacetyl (- amare o- eee 
heptosid 116—117 Tafeln | 4 Std 20 Min. | — 32 
8-Benzyl-a-glucoheptosid 147—148 Nadeln a — — 43 
Pentacetyl-§-cyclohexanol-«- 
glucoheptosid . a 140—140,5| Séulen 4 Std. | 20 Min. | — 22 
8. Cyclohexanol-a-glucoheptosid 153—157 | Nadeln ~~ — — 92 
Pentacetyl-(-borneol-«-gluco- 
heptosid 146—146,5] Nadeln |2—3 Tage] 20 Min. | — 65 
8-Borneol-a-glucoheptosid . 217 Nadeln _ a ~ 
Pentacetyl-(- ner ot ee 
heptosid 83,5—84,5 | Nadeln |6—8Std.]| 15 Min. | — 2 
6-Geraniol-a-glucoheptosid . 128—129 | Nadeln _ - — 29 
Glykosid Siede- | Krystall-| Dar- Ver- Polari- 
punkt form stellung | seifung sation 
Tetracetyl-6-vanillinglykosid . .]1483—144° Prismen | 3 Tage | 20 Std. — 
8-Vanillinglykosid . .1185—186 | Nadeln — <= — 87,13 
Tetracetyl-f-benzylglykosid 96—101 | Nadeln | 2—3 Std.}| 15 Std — 49,51 
6-Benzylglykosid .|123—125 | Nadeln ao — — 55,7 
Tetracetyl-§-cyclohexanolglykosid |120—121 | Nadeln |2—3Std.' 15 Std — 29,41 
8-Cyclohexanolglykosid . . |183—137 | Nadeln — — — 41,4 
Tetracetyl-$-borneolglykosid .|119—120 | Nadeln Tage }5—6 Std — 
8-Borneolglykosid . .|184—136 | Nadeln = — — 42,2 
Tetracetyl-§-geraniolglykosid . 29—30 | Nadeln |} 2—3Std.] 15 Std. — 25,12 
8-Geraniolglykosid 58 Nadeln — — — 37,20 
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Beim Schiitteln einer itherischen Lésung von #-Acetobrom- 
a-glucoheptose mit einer Reihe im Pflanzenreiche vorkommender 
organischer Verbindungen im groBen UberschuB und Silber- 
oxyd oder NaOH, konnten eine Anzahl bitter schmeckender 
Heptoside gewonnen werden, von denen das Pentacetyl-/- 
geraniol-¢-glucoheptosid den Schmelzpunkt von 83,5—84,5°, 
das entsprechende Geraniolheptosid einen Schmelzpunkt von 
128—129°, weiter das Heptosid des Cyclohexanols und dessen 
Acetylprodukt von den Schmelzp. 153—157° und 140—140,5°, 
das des Benzylalkohols und seiner Acetylverbindung von den 
Schmelzp. 147—148° und 116,5—117,5°, das des Borneols und 
seiner acetylierten Substanz von den Schmelzp. 217° und 147 
bis 147,5°, endlich das des Vanillins und seines Acetylates 
von den Schmelzp. 206—207° und 180—181° isoliert werden. 

Alle Heptoside drehen die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach links und zeigen in der Regel ebenso wie ihre Acetyl- 
verbindungen ein geringeres spezifisches Drehungsvermégen als 
die gleichartigen Glykoside und deren Acetylderivate. 

Gegeniiber den Glykosiden derselben Verbindungen konnte 
festgestellt werden, daB die Acetylverbindungen der Heptoside 
sich leichter und in gréBeren und derberen Krystallen dar- 
stellen lassen, rascher verseift werden konnten und hdéhere 
und scharfere Schmelzpunkte aufwiesen. 

Die Acetylverbindungen der Heptoside folgten in ihren 
Léslichkeiten im allgemeinen den Glykosiden, die Heptoside 
waren in den einzelnen Solventien in der Regel schwerer léslich. 

Die Heptoside reduzierten Fehling nicht, waren mit 
Schwefelsiure in der Wirme leicht spaltbar, wurden aber von 
Kmulsin und Hefenenzym unveriindert gelassen, was auf einen 
stereochemischen Unterschied des Zuckerrestes (hier Heptosid) 
von den durch Emulsin und Hefenenzym spaltbaren Zucker- 
arten hinweist. 

Als widerstandsfihig gegen diese beiden Enzyme haben 
sich bisher glykosidahnliche Verbindungen, deren Zucker- 
komponente aus einer ungeraden durch 3 nicht teilbaren 
Kohlenstoffanzahl bestand, trotz ihrer ihnlichen Konfiguration 
mit der d-Glucose erwiesen. 
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Aus dieser Unempfindlichkeit der Heptose gegen EKmulsin 
geht hervor, daB dieses fiir einen eventuellen Aufbau von 
Heptosiden im Pflanzenreiche, wie es experimentell bei den 
Glykosiden festgestellt werden konnte, hier nicht in Betracht 
kommt. 
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Notiz tiber den Harnstoffgehalt des Kamelharns. 
Von 
J. Petri. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Marz 1927.) 


Uber den Stickstofigehalt des Kamelharns hat Read?) 
kiirzlich eine sehr erstaunliche Mitteilung gemacht. Er gibt 
an, daB sich in ihm kein Ammoniak und nur ,,very slight 
trace‘ von Harnstoff finden soll. Diese sehr geringe Spur ist 
offenbar nicht bestimmbar gewesen, wenigstens wird keine 
Zahl mitgeteilt und in der prozentischen Verteilung des Ge- 
samtstickstoffs wird angegeben, da8 der Harnstoff—Stickstoff 
0 vy. H. ausmache. 

Wenn man bedenkt, daB bisher noch kein Wirbeltier be- 
kannt geworden ist, unter dessen Ausscheidungen Harnstoft 
vermiBt wird, so ist dieser Befund héchst befremdlich. 

Wir nahmen daher die Gelegenheit eines Besuches von 
Hagenbecks Tierschau in Heidelberg wahr, um uns eine gréBere 
Harnprobe vom Camelus bactrianus zu beschaffen, und die An- 
gabe nachzupriifen. 

Die Untersuchung ergab folgendes Resultat: 


Stickstofi in 100 cem Kamelharn, 


Gesamt-N nach Kjeldahl ..... . . . 2270 mg 
Harnstof-N*%) ........ . . « « 1905 mg 
Ammoniak-N §) . ee ae ee ee ee ee 1 mg 


Harnsaure-N*) 23,9 


i 43,3 mg 
Purinbasen-N *) 19,4 3,3 mg 





’) Bernard Read, Chemical constituents of Camel's urine. Jl. 
of Biol. Chem. Bd. 64, S. 615--617 (1925). 

*) Nach der Ureasemethode. 

5) Nach Folin. 

*) Nach M. Kriiger u. J. Schmid. 
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AuBerdem wurde der Harnstoff aus 200 com Harn in 
krystallinischer Form rein dargestellt. 

Es wurden 2,92 g Krystalle erhalten, die in der Samm- 
lung des Instituts aufbewahrt werden. 

Der Harnstoff-N macht 74,1 v. H. des Gesamt-N aus, hat 
also einen ganz normalen Wert. In der Purinfraktion sind 
1,91 v. H. des Gesamt-N enthalten. 


Der Harn enthielt in 100 ccm 


Celee . 1. 1. i sans s « Obe 
mam. . ....s.- » Oe 
Nettium ....... » O200¢g 


Leider war es uns nicht méglich, die Tagesharnmenge zu 
bestimmen und so den tiglichen N-Umsatz zu ermitteln, doch 
zeigt eine kritische Betrachtung ohne weiteres, daB die Zahlen 
Reads fiir den N-Umsatz nicht richtig sein kénnen. 

Sein Versuchstier von 510 kg Gewicht erhielt taglich 59 kg 
Futter, bestehend aus Blittern der Mohrenhirse (Sorghum) und 
Ranken von siiBen Kartoffeln (sweet potato). DaB in dieser 
sehr groBen Futtermenge nur 54 g ausnutzbares KiweiB (ent- 
sprechend 8,7 g Harnstickstoff) enthalten sein sollten, ist aus- 
geschlossen. 

Die Harnmenge betrug bei Reads Tieren in der warmen 
Jahreszeit tiglich 4 Liter, in der k&lteren 6 Liter. Unsere 
Probe wurde an einem sehr warmen Septembertage entnommen. 
Read gibt an, daB in der Purinfraktion des Harns taglich 
1,73 g N ausgeschieden wurden. Wir finden in 100 ccm 
43,3 mg Purin-N, d.h. in 3,98 Litern wiirde die Tagesmenge 
enthalten sein, die Read bei 4 Litern Harn angibt. 

Waren in 4 Litern Harn nur 8,7 g N enthalten, so wiren 
das 0,218 v. H., wir fanden 2,27 v. H., also fast genau die 
10 fache Konzentration. Wir finden 1,91 v. H. des Gesamt-N 
in der Purinfraktion, Read 19,9 v.H., also den 10 fachen 
Betrag. 

Alle Unstimmigkeiten wiirden sich kliren, wenn der Ge- 
samt-N bei Read 87g statt 8,7 g betragen wiirden. Dab 
kein Harnstoff mit der Ureasemethode gefunden wurde, kénnte 
an Unwirksamkeit der Urease gelegen haben, deren hohe 
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Empfindlichkeit gegen Schwermetalle ja bekannt ist. Ein 
Stickstotfumsatz von 87g pro Tag wiirde pro kg und Tag 
0,17 g bedeuten, ein Wert, der etwas hoher ist, als fiir das 
Rind bei Stallruhe (etwa 0,114 g) oder fiir den Elefanten (etwa 
0,104—-0,135 g), aber durchaus von der zu erwartenden GréBe. 

So auffaillige Angaben wie die, daB das Kamel keinen 
Harnstoff ausscheidet, gehen leicht in die Literatur iiber und 
sind dann schwer ausrottbar, daher schien es uns wichtig, 
trotz unseres geringen Materials dagegen aufzutreten, da an 
dem normalen Harnstoffgehalt unserer Kamelharnprobe kein 
Zweifel bestehen kann. 

Die Arbeit wurde auf Veranlassung von Herrn Professor 
Pitter ausgefibrt. 











Uber die EiweiBfermente des FluBkrebses. 


Von 
Paul Kriiger und Erich Graetz. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Marz 1927.) 


Mit Untersuchungen iiber die Verdauung bei wirbellosen 
Tieren beschaftigt, sind wir bei der Suche nach modernen 
Fermentmethoden auch auf die Arbeit von W.E. Ringer und 
B. W.Grutterink, ,HinfluB der Reaktion auf die EiweiB ver- 
dauende Kraft des Papains“*) gestoBen. Diese Arbeit erregte 
deshalb unser Interesse, als darin Verdauungssaft vom Flub- 
krebs auf sein Verhalten gegen Fibrin im alkalischen Bereich 
gepriift worden ist. Veranlassung zu dieser Untersuchung 
waren die einander entgegengesetzten Befunde der Autoren 
und der Schule von R. Willstatter (insbesondere KE. Wald- 
schmidt-Leitz) tiber das alkalische Optimum des Trypsins. 
Nach dem erstgenannten ist die fibrinlésende Wirkung des 
Trypsins bei einer Versuchsdauer von einigen Minuten am 
kriftigsten bei einer Reaktion: p,,=11,3, aber sehr abhingig 
von der GréBe der Versuchsdauer. Die lésende Wirkung des 
Trypsins fallt bei einem p,, etwas hoher als 11,5 schroff hera). 
Die Erklarung gibt die trypsinvernichtende Wirkung der OH- 
Tonen, bei einem p,,=12 wird das Trypsin fast augenblicklich 
vernichtet. Dadurch erklirt sich also die starke Abhiingig- 
keit der Lage der optimalen Reaktion von der GréBe der 
Versuchsdauer.“ In ihrer oben genannten Arbeit wenden sie 





1) Diese Zs. Bd. 156, 8. 275 (1926). 
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sich gegen den Kinwand von EK. Waldschmidt-Leitz, die 
Alkaliwirkung des Puffers vernachlissigt zu haben. Auch beim 
Papain erhalten sie als optimalen Wert p,,=11, daneben noch 
ein weiteres Maximum bei p,,=2,5. Die anderen Ergebnisse 
kénnen hier unberiicksichtigt bleiben. Die Versuche mit dem 
Verdauungssait des FluBkrebses waren vor allem angestellt 
worden, zu zeigen, daB die Alkaliwirkung bis p, =11 — wie 
beim Trypsin — nicht bedeutend ist. Das Optimum der Wir- 
kung hegt bei p,,=11,63 (Messung mit inaktivem Knzym). Bei 
p,, = 12,0 sinkt der Wert bereits auf '/, herab. 

Ks kann nicht unsere Aufgabe sein, zu den widerstreiten- 
den Ergebnissen beziiglich des ‘Trypsins und Papains Stellung 
zu nehmen. Was wir gegen die Befunde von W. E. Ringer 
und b. W. Grutterink bringen kénnen, sind eigene Beobach- 
tungen iiber die Verdauung des Flu8krebses und Bedenken 
biologischer Art. Wir haben die Untersuchungen nicht vom 
Standpunkt des Fermentchemikers unternommen, sondern haben 
uns (als Biologen) zum Ziel gesetzt, die Verdauung der Wirbel- 
losen unter natiirlichen Bedingungen, d.h. die Wirksamkeit 
ihrer Verdauungsfermente in ihrem natiirlichen Medium zu 
beobachten. DaB wir dabei versuchen miissen, auch zu einer 
Identifizierung der einzelnen Fermente zu kommen, bedarf 
keiner Erérterung. Hier soll nur zu der oben beriihrten Streit- 
frage Stellung genommen werden. 

Unsere Ergebnisse sind insofern nicht direkt mit denen 
der hollindischen Forscher zu vergleichen, als wir den Fort- 
gang der Verdauung nicht colorimetrisch (Anwendung von 
Spritblaufibrin), sondern mit Hilfe des Alkoholtitrationsver- 
fahren von R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz be- 
stimmt haben. 

Wir priiften zuniichst mit Pepton (6°/,iger Lésung) und 
erhielten eine Spaltung von p,, etwa = 3— 11, mit einem deut- 
lichen Optimum zwischen 7,5—8,1. Die Kurve (vgl. Figur) 
fillt nach beiden Seiten symmetrisch ab. Eine gleich ver- 
laufende Kurve fanden wir auch bei der Spaltung von Leucyl- 
glycin (etwa 1,4°/,ig). Von einem Anstieg der Trypsinwirkung 
im stark alkalischen Gebiet (>10,8) war nichts zu beobachten. 

Hoppe-Seyier’s Zoitschrift f. physiol. Chemie, CLXVI. 9 
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Da das ja am Substrat liegen konnte, verwendeten wir daraufhiy, 
gleichfalls Fibrin. Es wurde zu jedem Versuch 0,1 g¢ Fibrin- 
grieB (getrocknetes Fibrin in der Reibschale zerstoBen) ab- 
gewogen, mit 10 ccm Glykokoll-Puffer versetzt und 0,5 ccm 
filtrierter Magensaft zugegeben. Das Gemisch blieb im zu- 
gekorkten Erlenmeyer — wie auch die Kontrolle (gleiche Menge 
Fibrin und Pufferlésung, aber ohne Fermentsaft) — 20 bis 
24 Stunden bei Zimmertemperatur (maximal 22° C) stehen. Zu 
der Kontrolle wurde dann 0,5ccm Saft gegeben und _ sofori 
absoluter Alkohol zugesetzt, so daB die Einwirkung der Fer- 
mente also ausgeschlossen war. Titriert wurde mit n/10-alkol. 
KOH (Thymolphthalein), bei den Gemischen stirker als ). 
= 10,5 erst nach Zusatz genau abgemessener Mengen von 
etwa n/10-HCI. 

Bei den ersten orientierenden Versuchen verbrauchte, |<! 
p,, des Puffers = 11, die Kontrolle mehr Lauge wie das Fer- 
mentgemisch. Das konnte nur bedeuten, dai die reine 
Alkaliwirkung schuld daran ist. Um das zu priifen, wurde 
folgende Versuchsreihe angestellt (alle bei einem p,, des Puffer: 
= 12,4): 

1. sofort nach Zugabe des Fermentes titriert (Einwirkuig 
des Fermentes wie des Alkalis, also gleich 0): 1,82 ccm KOH; 

2. Puffergemisch + Fibrin 28 Stunden gestanden, danacli 
Ferment zugefiigt und sofort unterbrochen: 2,00cem KOH; 

3. Puffergemisch + Fibrin + gekochtes Ferment 23 Std 
vestanden: 1,95 ccm KOH (beide Werte bei langer Alkaliwirkun: 
stimmen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein und sind merk- 
lich gréBer als im Versuch 1); 

4, Puffergemisch + Fibrin + wirksames Ferment 23 Stdu. 
gestanden: 1,91 ccm KOH (wiahrend in Versuch 2 und 38 eine 
Probe ein p,, > 12,09 ergab, war hier das p,, bis auf 11 hera)- 
gedriickt, daher vielleicht auch die geringe Differenz). 


Also auch hier wieder starkster Verbrauch bei langer Kin- 
wirkung des Alkalis. Die Alkaliwirkung ist sicher nicht gro! 
aber ebenso sicher ist auch die Unwirksamkeit des Fermentes 
bei derartig hoher Alkalikonzentration. — Da nun aber dic 
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ungleichmaBige Beschaffenheit des Fibrins (verschiedene Korn- 
sriBe) bei den Ergebnissen eine Rolle gespielt haben konnte, 
wurde das Fibrin feinst gepulvert und durch Miillergase ge- 
siebt. Dadurch wurde auch ein sehr genaues Abwiegen er- 
méglicht. Die Tabelle mag zugleich die Beeinflussung des p,, 
durch den sehr eiweiSreichen Saft (p,, = 6,0) und durch die 
allmihliche, d. h. mit steigendem Alkaligehalt zunehmende Auf- 
lésung des Fibrins zeigen. 











Dr Pu Verbrauchte 
des Puffers der Kontrolle | eem n/10-KOH 
7,8 1,5 2.04 
© of ; 
Sar o,0 1,98 
10.1 + ie 1:42 
11.07 10,1 1.35 
12,09 10,6 1,15 
12,9 > 11,36 0,35 
01 ; 0,01 
Pa =N ‘ 
“ \ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
; 
; 
* 








Piy = Abhingigkeit der EiweiB spaltenden Fermente des FiuBkrebses, Die verschiedene 
Hone der Fibrinspaltungen ist durch Schwankungen der Wirksamkeit verschiedener Proben 
des Verdauungssaftes bedingt. 


9* 
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Der immer steiler werdende Abfall — bis iiber das ver- 
meintliche Optimum bei p,, = 11 — erscheint deshalb um so 


einwandfreier, als er mit dem beim Pepton gefundenen durchaus 
parallel verliuft (vgl. Figur). 

Diese Versuchsreihe liefert — wie wir wenigstens fiir den 
FluBkrebssaft glauben — eine Erklirung fiir die mit steigen- 
dem p,, (bis 11) zunehmende ,,Spaltwirkung* der Fermente. 
Bringt man feinstgepulvertes Fibrin in solche stark alkalische 
Pufferlésungen, so quillt dieses sehr schnell zu vollkommen 
durchscheinenden Schleimkliimpchen. Vielleicht tritt auch eine 
geringe Lisung ein. Sicher erfolgt diese — und je starker 
alkalisch die Lésung ist, um so mehr —, wenn Fermentsaii 
dazugegeben wird. Welche Vorginge dem zugrunde liegen, 
vermégen wir nicht zu sagen; daB aber keine tiefgreifenden 
Spaltungen, d. h. eigentliche Fermentwirkungen erfolgen, gelit 
aus den Werten der verbrauchten KOH bei der Alkoholtitric- 
rung hervor. Verwendet man also Fibrin, das mit einem Farb- 
stoff versetzt ist, so muf sich die Lésung um so intensiver 
firben, je mehr Fibrin gelést wird. Die starke Abnahme der 
, Spaltwirkung“ bei p,, = 12 erklart sich vermutlich aus einer 
Zerstérung des Farbstoffs durch starkes Alkali. Ein Colori- 
meter stand uns nicht zur Verfiigung. 


Gegen ein solch hohes Pp, -Optimum eines Verdauungs- 
fermentes scheinen uns nun aber auch Uberlegungen bio- 
logischer Art zu sprechen. Der eine von uns?) hat vor einiger 


Zeit darauf hingewiesen, daB — entgegen der im allgemeine: 
verbreiteten Ansicht — bei Wirbellosen in den der Verdauung 


dienenden Darmabschnitten ausgesprochen saure Reaktion 
(p,, 1m Durchschnitt 5,4—6,0, héchstens 6,5) herrscht. Das 


') P. Kriiger, Uber die Reaktion der Verdauungssifte bei einigen 
Wirbellosen. Verh. naturhist. Verein preu8. Rheinlande u, Westphalen 
82. Jahrg. 1925. Bonn 1926. — P, Kriiger, Tierphysiologische Ubungen 
S. 214 u. 228ff. Berlin, 1926, Gebr. Borntriger. — Vgl. auch H.Boschma, 
Coral polyp feeding, Biol. Bull. 49, 1925; C. M. Yonge, The hydrogen 
ion concentration in the gut of certain Lamellibranchs and Gastropods, 
Journ. Marine Biol. Ass. 13 (1925). 
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gilt auch fiir den FluSkrebs. Wenn man sich klar macht, 
daB den meisten Wirbellosen nur ein einziger Verdauungs- 
hohlraum zur Verfiigung steht (Unterschied gegeniiber Wirbel- 
tieren mit Magen und Diinndarm), so leuchtet ohne weiteres 
die ZweckmaBigkeit dieser schwach sauren Reaktion ein, als 
bei dieser die meisten der bisher bei Wirbellosen bekannt 
cewordenen Verdauungsfermente noch wirksam sind oder gar 
ihr Optimum haben. Wir kénnen uns nicht denken, dab 
ein solcher Verdauungssaft diese Reaktion (p,, = 5—6) zeigen 
wiirde, wenn sein — soweit bekannt — wirksamstes Hiweib 
spaltendes Ferment das Optimum in solch stark alkalischem 
Gebiet (nach Ringer und Grutterink mindestens = 0,001-n.) 
hitte. Von p, =9,6—-11,6 soll sich nach ihnen die Wirk- 
samkeit noch um mehr wie verdoppeln, wobei doch selbst 
ein p, = 9,6 kaum irgendwo in tierischen Organen ver- 
wirklicht sein diirfte. — In der auf S. 132 angefiihrten 
kleinen Arbeit tiber die Reaktion der Verdauungssifte wirbel- 
loser ‘Tiere war darauf hingewiesen worden, daB — in Hin- 
blck auf die EiweiBfermente — zwischen diesen Siften und 
dem Fermentgemisch bei der Autolyse sowohl beziiglich des 
p, -Optimums, wie auch betreffs der darin enthaltenen ein- 
zelnen Fermente eine bemerkenswerte Ubereinstimmung herrscht. 
Das Durchschnittsoptimum der proteolytischen Prozesse bei 
der Autolyse liegt bei p,, = 6, obwohl die Optima der ein- 
zelnen Fermente sehr verschieden hoch sind: Pepsinasen 3,5, 
Tryptasen 7, Peptidasen 8. Diese Vermutung konnte fiir 
den Flu8krebs bestitigt werden, da auBer dem tryptischen 
und peptischen Ferment (Optimum: p,, = etwa 7,5—8,5) noch 
elne Pepsinase (Optimum: p,,=2,7) sichergestellt werden konnte. 
Soweit untersucht, wirkt diese nur auf Fibrin, nicht auf 
Blut- und Kieralbumin. Thr EinfluB auf die Verdauung des 
NluBkrebses scheint — nach dem Verlauf der Kurve zu 
urteilen — bei p, =5—6 nur noch sehr gering zu sein, 
doch ist damit zu rechnen, daf® die Reaktion zu Beginn 
der Verdauung (wie wohl schon gelegentlich bei Einzelligen 
und Wiirmern beobachtet) eine stiirker saure ist, die sich dann 
wieder dem Durchschnittsoptimum nihert, dieses vielleicht sogar 
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zeitweise iiberschreitet. Nach unseren bisherigen Beobach- 
tungen schwankt die Konzentration des Saftes, d. h. sein EKiweii- 
gehalt — damit vielleicht auch die Reaktion — betrichtlich. 
Auch diese Parallelen scheinen uns gegen ein derartig hohes 
alkalisches Optimum des wirksamsten Fermentes eines solchen 
Fermentgemisches zu sprechen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die zur Durchfiihrung solcher Versuche iiber- 
lassenen Apparate. 





Nitratassimilation bei Schimmelpilzen. 
Von 


S. Kostytschew. 
(Der Redaktion zugegangen am ¢. Marz 1927.) 


Klein, Eigner und Miller haben in einer unlingst ver- 
jfientlichten Mitteilung?) die Untersuchungen von Kostytschew 
und Tswetkowa7*) wiederholt und sind angeblich zu denselben 
Hauptergebnissen gelangt. In ihrer Zusammenfassung der 
Resultate stellen die Verfasser den Sachverhalt so dar, als ob 
die Versuche von Kostytschew und T'swetkowa unsichere 
Resultate lieferten und erst ihre eigenen Untersuchungen 
eine erschépfende Lésung des Problems hervorbrachten. Dies 
ist aus zweierlei Griinden nicht richtig: Erstens haben Ko- 
stytschew und Tswetkowa sowohl die chemische Natur der 
Zwischenprodukte der Nitratverarbeitung, als das allgemeine 
chemische Wesen des genannten Vorganges klar und eindeutig 
festgestellt, dieser Punkt bildet aber den Kern des gesamten 
Problems. Zweitens lieferten die Versuche von Klein, Eigner 
und Miller so winzig geringe Ausbeuten der Zwischenprodukte 
und zwar mit so erheblichen Schwankungen, da auf Grund 
dieser Ergebnisse keine eindeutigen SchluBfolgerungen gemaclit 
werden kénnen. Die folgende Auseinandersetzung hat den 
Zweck, den wahren Sachverhalt klarzulegen. 

Um die Ausfiihrung ihrer Arbeit zu rechtfertigen, haben 
Klein, EKigner und Miller ihr eine kritische Betrachtung 
unserer Ergebnisse vorausgeschickt und in unserer Arbeit 


) G. Klein, A. Eigner und H. Miller, Diese Zs. Bd. 159, 8. 201. 
(1926). 

*) S. Kostytschew und E. Tswetkowa, Diese Zs. Bd. Bd. 111, 
S.171 (1920). 
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dreierlei angebliche Mingel gefunden. In erster Linie weisen 
Klein, Eigner und Miiller darauf hin, daB wir beim Hungern 
der Pilzdecken eine Nitritbildung aus Nitrat beobachteten, 
wogegen sie selbst keine Nitritbildung nachzuweisen vermochten. 
Unsere Kulturen verblieben auf Wasser, d.i. ohne Zuckergabe 
im Durchschnitt 6-—7 Tage, in den Versuchen von Klein, 
Kigner und Miller dauerte die angebliche ,,Hungerperiode* 
nur 1—48 Stunden. Erst nach 48 Stunden waren in diesen 
Kulturen Nitritspuren zu verzeichnen. 


Dies ist auch selbstverstindlich: der offenbare Fehler von 
Klein, EKigner und Miller besteht darin, daB Aspergillus 
niger, wie allgemein bekannt, groBe Mengen des vorriitigen 
Glykogens enthalt, welches nach 24stiindigem Verweilen au: 
Wasser erfahrungsgem&B noch nicht verbraucht wird. Die au/ 
Wasser tir kurze Zeit belassenen Kulturen unterscheiden sich 
also im Prinzip nicht von den zuckerhaltigen Kulturen. Dat 
Klein, Kigner und Miller diese wichtige Kigenschaft ihres 
Versuchsobjektes nicht kennen, ist zweifellos: sie wundern sicli 
z. B. dariiber, daB Nitritkulturen in kurzdauernden Versuchen 
von Kostytschew und Tswetkowa nicht nur auf Zucker- 
lésung, sondern auch auf Wasser Aminosiuren bildeten. Klein, 
EKigner und Miller haben u.a. nicht bemerkt, daB unsere 
Kulturen von Mucor racemosus, einem glykogenarmen Pilz, 
zum Unterschied von den Aspergilluskulturen, Nitrite bei 
Zuckermangel nicht verarbeiteten (vgl. dazu auch 8. 193 unserer 
Mitteilung). 

Nun fragt es sich, warum Klein, Kigner und Miller 
ihre Kulturen nicht zur voélligen Erschépfung des Glykogens 
hungern lieBen. Die Antwort der Verfasser ist verbliiffend. 
Sie befiirchteten eine Nitritbildung aus Aminosiuren: ,,... . 
sind zuckerfreie Kulturen, die bis zu 21 Tagen stehen?) und 
langst desaminieren miissen, fiir den primiren Nitratabbau 
nicht sprechend“. (A. a.0O., S. 203). Klein, Eigner und 





'!) In Wahrheit dauerten unsere Hungerversuche 6—7 Tage. Aus 
der Gesamtzahl von 23 diesbeziiglichen Versuchen waren nur 4 aus- 
nahmsweise von einer 21 tiigigen Dauer. 
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Miller betrachten also Aspergillus niger als einen nitrifizie- 
renden Organismus. Eine weitere Besprechung dieser Annahme 
ist wohl unndtig. 

Kostytschew und Tswetkowa haben als erste dargetan, 
daB zum Nachweis der primiren Ammoniak- bzw. Amino- 
gruppenbildung nur kurzdauernde Versuche und zwar unter 
Auswechslung der Nahrlésungen von Belang sind. Klein, 
Kigner und Miller haben diese Methode iibernommen und 
glauben unsere Forderung auf den Nitritnachweis ausdehnen 
zu diirfen. Sie bemerken auch die ‘Tatsache nicht, daB 
in unseren Versuchen ohne Nitratgabe selbst nach 
21 Tagen, ungeachtet der Desaminierung keine Spur von 
Nitrit zu verzeichnen war. Die genannten’ Forscher haben 
unsere Methode tibernommen, ohne dieselbe richtig verwenden 
zu wissen. 

Auch der andere Einwand von Klein, Eigner und 
Miller beweist nur, daB sie die wichtigsten physiologischen 
Kigenschaften ihres Versuchsobjektes nicht kennen. Sie be- 
gehen einen anderen schweren Irrtum, indem sie behaupten, 
daS die in unseren kurzdauernden Versuchen verbrauchten 
N-Mengen aus folgendem Grunde unerklirlich seien: unsere 
Kulturen sollen hierbei ihr Trockengewicht angeblich verdoppeln, 
da das Verhiltnis Kohlenhydrate:N bzw. Trockengewicht : N 
nach Klein, Eigner und Miiller konstant ist. 

Diese veraltete Annahme Puriewitschs ist aber schon 
lingst widerlegt, woriiber verschiedene Literaturangaben vor- 
liegen. Ich selbst verfiige iiber Hunderte von Stickstoffbestim- 
mungen und will ein paar Daten aus dieser Analysenliste an- 
geben. 





Trockengewicht 
der Pilzdecke in g 


N in °/, des 
Trockengewichts 


N in mg 


1,168 07 5,8 


3,344 85,8 2,6 
1,126 73,6 6,5 
2,962 85,1 2,9 
1,837 86,1 4,7 








3,120 72,0 2,3 





-- 
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Ich kénnte leicht ganze Seiten mit fihnlichen Zahlen belegen 


zum weiteren Nachweis der allerdings auBer Zweifel stehenden 
: “ Trockengewichi 
Tatsache, daB Schwankungen der GréBe von — , 
100°/, iibersteigen. Samtliche Betrachtungen von Klein, 
Kigner und Miller iber die angeblichen Gewichtszunahmen 
unserer Pilzdecken sind somit iibereilt und hinfallig. 


Der dritte Einwand von Klein, Eigner und Miller be- 
trigt die angeblich groBen Schwankungen unserer NH,- und 
NH,-Ausbeuten. Diese Schwankungen betragen in unsere: 
Bilanzbestimmungen durchschnittlich 2—3 mg, d.i. etwa 8 bi. 
10°/, des Gesamtwertes. Nun besteht die Ermittelung des 
Myceliums-N allein aus drei verschiedenen Analysen, dazu sind 
noch zwei Nitritbestimmungen, eine Ammoniak-N- und eine 
Amino-N-Bestimmung zu rechnen. Die Gesamtbilanz wird 
also aus sechs selbstiindigen Analysen zusammengestellt. Ks 
ist daher wohl eine gute Ubereinstimmung, wenn wir dabei 
anstatt 25,2 mg N 26,9 mg N erhalten, wie es im Versuche 36 
der Fall ist (was Klein, Eigner und Miller als ein Bei- 
spiel der ,nicht stimmenden* Analyse angeben). Ubrigens 
ist es tiberhaupt nicht von Belang, ob eine bestimmte Pilz- 
decke 15 oder 138 mg Ammoniak-N erzeugt hat. Hauptsache 
ist, dafi in unseren Versuchen ganz bestimmte Zwischen- 
produkte in solchen Mengen hervortraten, da8 hierdurch das 
chemische Wesen der Nitritverarbeitung auBer Zweifel ge- 
stellt wird. In einer demnichst zu erscheinenden Arbeit 
werde ich zeigen, daB die Menge der erzeugten Zwischen- 
produkte des N-Wechsels der Schimmelpilze je nach Wunsch, 
entweder giinzlich herabgedriickt, oder noch gesteigert werden 
kann. Dieses Verfahren ist beim Arbeiten iiber den N- 
Wechsel der Schimmelpilze unentbehrlich, ist aber Klein, 
Kigner und Miller unbekannt geblieben. Die genannten 
Verfasser trafen zufilligerweise gerade solche Bedingungen, 
welche eine Anhiufung der Zwischenprodukte der Nitrat- 
verarbeitung ausschlieBen. 


Anstatt eine unbegriindete Kritik an fremden Versucheu 
auszuiiben, sollten also Klein, Eigner und Miiller in ihren 
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eigenen Versuchen mit mehr Selbstkritik vorgehen und zwar 
vor allem die Bedingungen der Anhiiufung der Zwischen- 
produkte kennen lernen. Die Gesamtmengen von Ammoniak- 
und Amino-N betragen in Versuchen von Klein, Kigner und 
Miller héchstens 2 mg, meistenteils aber nur Bruchteile eines 
Milligramms. Die Schwankungen dieser bereits an und fiir 
sich nicht beweiskriftigen Zahlen erreichen nicht S—10°/, wie 
in Versuchen von Kostytschew und Tswetkowa, sondern 
Hunderte von Prozenten (vgl. ihre Tabellen 5, 6, 7, 10 u. a... 
Its ist selbstverstiindlich, daB N-Mengen, die Bruchteile eines 
Milligramms ausmachen und dazu noch so ungeheuren Schwan- 
kungen unterworfen sind, beim Arbeiten mit kriftigen Pilz- 
decken gar nichts beweisen kiénnen. Wenn z. B. in der Tab. 17 
angegeben wird, daB Aspergillus mger 0,11—0,18 mg NH.’ 
Aspergillus oryzae 0,23 mg, Mucor corymbifer 0,29—0,43 mg 
erzeugt, wobei die Diskrepanzen der Mengen des gelésten Stick- 
stoffs 600°/, erreichen (0,25 mg und 1,75 mg), so ist es jedem 
chemisch Denkenden klar, daB die so winzigen Zahlen mit so 
enorm groBen Schwankungen gar nichts bedeuten kénnen: ist 
es doch klar, daB dieselben innerhalb der Grenzen der Ver- 
suchsfehler liegen. Klein, Kigner und Miller ziehen aber 
aus obigen Zahlen den Schlu8, daB siimtliche von ihnen unter- 
suchten Schimmelpilze Nitrate iiber die Zwischenstufe von 
Ammoniak verarbeiten. Ein biochemisch arbeitender Forscher 
muB unbedingt quantitativ denken und also im vorliegenden 
Falle in Betracht ziehen, daB N-Werte von ganz verschiedenen 
Ordnungen verlangt werden beim Arbeiten mit einer nur wenige 
Milligramme wiegenden Kultur der einzelligen Alge einerseits 
und mit einer kriftigen Pilzdecke andererseits. 

Beziiglich der SchluBfolgerungen von Klein, Kigner und 
Miller ist noch folgendes zu erwihnen. Die Verfasser iuS8ern 
sich dahin, daB die Verarbeitung des Nitrations zur Amino- 
gruppe nicht im Zellinnern, sondern im fuBeren Medium zu- 
stande kommt, und zwar durch Vermittlung der extracellularen 
Kermente. Kine Berechtigung zu derartiger SchluBfolgerung 
fehlt vollkommen, da im experimentellen Teil der Arbeit von 
Klein, Eigner und Miiller nichts anderes enthalten ist, als 
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eine Bestitigung des Befundes von Kostytschew und T'swet- 
kowa, daB die Zwischenprodukte der Nitratverarbeitung sich 
im AuBenmedium anhaufen (insofern Ausbeuten in Bruchteilen 
eines Milligramms iiberhaupt eine Bestitigung liefern kénnen). 
Demgegeniiber weise ich ausdriicklich darauf hin, daB nach 
meinen unver@ffentlichten Ergebnissen die Nitratverarbeitung 
sich weder im Zellinnern, noch im AuBenmedium, sondern auf 
der iiuBeren Oberfliche der Pilzzellen (d.i. des Zellplasmas) 
abspielt. Ich méchte betonen, da& ich diese Ansicht hier als 
erster ausspreche- 

Die Betrachtungen von Klein, Kigner und Miller iiber 
den Mechanismus der Anhaiufung von Zwischenprodukten sind 
vom chemischen Standpunkte aus ebenfalls unhaltbar, wenn 
man in Betracht zieht, daB der gesamte Vorgang auferhal) 
des Zellplasmas vor sich geht. Ich werde aber diesen Punkt 
vorliufig nicht niiher besprechen und die obige Auseinander- 
setzung auf folgende Weise zusammenfassen. 

Die Arbeit von Klein, Eigner und Miller wurde ohne 
eine ausreichende Kenntnis der in Frage kommenden physio- 
logischen Kigenschaften des Versuchsobjektes ausgefiihrt, wie 
es obige schweren Irrtiimer beweisen. Dieselbe hat auch zu 
keinen eindeutigen Resultaten gefiihrt, da es den Verfassern 
nicht gelungen ist, eine Anhiufung der Zwischenprodukte der 
Nitratverarbeitung zu erzielen. Klein, Eigner und Miller 
sollten vor allem den Stickstoffwechsel des von ihnen unter- 
suchten Schimmelpilzes studieren und solche Bedingungen her- 
zustellen suchen, unter denen eine Beherrschung der Anhiaufung 
von ZAwischenprodukten médglich ist. Da sie diese Aufgabe 
vernachlissigt haben, so bedeutet ihre Arbeit keinen Fortschritt 
in der Erforschung der Zwischenprodukte des N- Wechsels dev 
Schimmelpilze. 

Da die Arbeit von Kostytschew und Tswetkowa zu 
einer Zeit verdffentlicht wurde (1920), wo eine méglichst kurze 
Fassung der Mitteilungen unbedingt geboten war, so haben 
die genannten Forscher weder die allerdings weit bekannte 
Bedeutung des vorriatigen Glykogens, noch die zur Anhiaufung 
der Zwischenprodukte notwendigen Ernahrungsbedingungen aus- 
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fiihrlich besprochen und ebenso die Zahlen ihrer Versuchs- 
tabellen ungeniigend erliutert. In einer demniichst zu er- 
scheinenden Mitteilung werde ich Ausbeuten der Zwischen- 
produkte des N-Wechsels der Schimmelpilze angeben, welche 
diejenigen unserer ersten Mitteilung iibersteigen. Andererseits 
celingt es leicht, die Bildung von Zwischenprodukten giinzlich 
zu vermeiden, d.i. solche Bedingungen herzustellen, unter 
denen Klein, Eigner und Miller arbeiteten. 








Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XVI. Mitteilung. 
Von 


Martin Schenek und Henry Kirehhof. 


Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinér-physiologischen Instituts 
Universitit Leipzig.) 


Der Redaktien zugegangen am 10. Marz 1927.) 


Uber stickstoffhaltige Abkémmlinge der Desoxybiliansaure. 


Desoxybiliansiure, C,,H,,0,, das bekaunte Oxydations- 
produkt der Desoxycholsiure, C,,H,,0,, kann nach den neuesten 
Untersuchungen von H. Wieland, O. Schlichting und R. Ja- 
cobi!) tiber die Natur der Seitenkette und des vierten Ringes 
durch die nachstehende Konstitutionsformel zum Ausdruck ge- 
bracht werden. Diese Formel steht mit dem gesamten, zur- 
zeit’ vorliegenden Tatsachenmaterial in gutem Einklang, die 
(sliederzahl 6 des Ringes IJf und die angenommene Art de: 
Verkniipfung mit Ring IV sind sehr wahrscheinlich, hypo- 
thetisch ist nur die Stellung der drei Kohlenstoffatome am 
C.Atom 14. 

CH, CH—CH(CH,), 





Pi oe 
CH, Ca’ 0H, 
| Il | IV 
Cli CH CH—CH-CH,:+-CH, - COOH 
i 
coon G———cH, CH, 
II 


COOH CH CO 
i iil all 
CH, GH, 
Beim Behandeln von Desoxybiliansiure mit Hydroxy!l- 
amin bildet sich das Oxim (I), das durch Erwarmen mit starker 
Schwefelsiure im Sinne der Beckmannschen Umlagerun¢ 


1) Diese Zs. Bd. 161, S. 80 (1926). 
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ein Isoxim iibergefiithrt werden kann, dem die Formel I] 
oder ILL zukommt.!) 


Fut 


off, Ci 


CH CHI 
i 
GOOH G———CH, 


| 
COOH CH C:NOH 


a 7 a 
CH, GH, 


Desoxybiliansiure-Oxim, C,,H,,NO, 


CH, CH, 
CH, CH) CH, CH l 
-C,,H,,- COOH C,H,» COOH 
CH cH CH cH 
> Ii COOH & CH, oder III GOOH C—-—CH, ¢ 
| | | 
| NH | CO 
COOH CH CO COOH CH NH 
i il al i i el 
CH, GH, GH, CH, 


Desoxybiliansiiure-Isoxim, C,,H,,NO,. 


Von vornherein besteht natiirlich die Méglichkeit, daB bei 
der Umlagerung die beiden Verbindungen IJ und III neben- 
einander entstehen; bei den friiheren Versuchen Schencks, 
wie auch bei unseren jetzigen Untersuchungen hat sich in- 
dessen nur eine Lactamsiiure, fiir die wir die Formel II an- 
nehmen wollen, isolieren lassen und Anzeichen fiir das gleich- 
zeitige Auftreten eines isomeren Kérpers waren nicht vorhanden. 

Kocht man die Lactamsiiure, C,,H,,NO_, lingere Zeit mit 
20°/,iger Salzsiiure, so nimmt sie ein Molekiil H,O auf und 
geht in eine Verbindung, C,,H,,NO, iiber, die von Schenck 
iriiher nach der alten Nomenklatur als ,,Cholansiure-amino- 
carbonsiiure“ bezeichnet worden war; sie wiirde jetzt ,,Desoxy- 
biliansiure-aminocarbonsiure“ heifen miissen, wir wollen sie im 
iolgenden Aminotetracarbonsiiure, C,,H,,NO,, nennen. 


') M. Schenck, Diese Zs. Bd. 69, S. 388 (1910); Bd.104, S. 284 
(1919), 
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Wir haben uns mit dieser Saure (IV), die von Schenck 
seinerzeit nur in kleiner Menge erhalten worden war, etwas 
naher beschiftigt und zunachst festgestellt, daB sie aus Wasser 
in den schon friiher beschriebenen Formen herauskommt, die 
21/, Molekiile Krystallwasser enthalten; die bei 110—115° ge- 
trocknete Substanz entspricht den friiheren Beobachtungen 
gemiB der Zusammensetzung C,,H,,NO,. Ferner haben wir 
die Aminogruppe der Siure nach dem van Slykeschen Ver- 
fahren durch 10 Minuten langes Schiitteln quantitativ nach- 
weisen kénnen. Bei der Titration erweist sich die Amino- 
siiure als dreibasisch, da die vierte Carboxylgruppe durch die 
NH,-Gruppe unwirksam gemacht wird. Zusatz von Formo! 
(S6rensen) bewirkt nur eine geringe Erhéhung der Aciditiit, 
die Siure C,,H,,NO, verhialt sich in dieser Beziehung anders 
als die seinerzeit von Schenck untersuchte ,,Biliansiureisoxim- 
aminocarbonsiiure“, die unter ihnlichen Bedingungen eine sehr 
erhebliche Acidititssteigerung erkennen lieB.') Die letztgenannte 
Aminosiiure wird aus Bilianséiure (VY) durch Oximierung, Um- 
lagerung des Dioxims und partielle Aufspaltung des Umlage- 
rungsproduktes erhalten und kann nach dem frither Mitgeteilten 
mit einiger Wahrscheinlichkeit durch die Formel VI wieder- 
gegeben werden. (Die Stellung der Stickstofiatome ist wieder 
willkiirlich angenommen, zumal da auch der Ort der CO-Gruppe 
im Ring Ill der Biliansiure noch nicht sicher festgelegt ist.” 
Der Unterschied im Verhalten der beiden Aminosiuren 1|\ 
und VI bei der Formoltitration spricht auch zugunsten der 
Annahme, daB die Siure IV im Sinne der aufgestellten Struk- 
turformeln durch Aufspaltung eines anderen Lactamringes ent- 
standen ist als Siure VI. 


') Diese Zs. Bd. 104, S. 287 u. 288 (1919). 

*) Diese Zs. Bd. 163, 8S, 121, Anm. 1 (1927) — Anm. wihrend 
der Korrektur. Vgl. auch die jiingst erschienene Arbeit von M. Borsche 
und R. Franke, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 723 (1927). Nach Borsche und 
Franke soll die oxydative Sprengung des Ringes II beim Ubergang von 
Desoxybilianséiure in Choloidansiiure im Gegensatz zur bisherigen An- 
nahme (s. die Formeln auf 8. 142 und VIII auf S. 147) auf der anderev 
Seite der Ketogruppe erfelgen. 
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CH, CH, 
r -. Pe 
CH, CH CO CH 
| | C,,H,,- COOH | ( | CoH" COOH 
CH CH CH H. 
A il ee 
COOH C———CH, COOH C——— CH, 
| NH, 
COOH CH COOH COOH CH CO 
a aa i ll ll 
CH, CH, CH, CH, 
Aminotetracarbonsiure, C,,H,,NO, Biliansiiure, C,,H,,O, (2) 
COOH 
™% 
CH, 
on 
NH, CH 
C,,H,,- COOH 
CH CH 
> VI a oe il 
COOH C-— CH, 
| 
NH 
| 
COOH CH CO 
i ll i alll 
CH, CH, 


Biliansiureisoxim-aminocarbonsiure, C,,H3,N.0o. 


Die Aminotetracarbonsiure, C,,H,,NO,, schmilzt bei 195°, 
wird aber bei weiterem Erhitzen wieder fest, um _ schlieBlich 
bei 276° (dem Schmelzpunkt der Lactamsiure, C,,H,,NO-) 
abermals unter Aufschiumen zu schmelzen. Auf Grund dieses 
Verhaltens im Schmelzréhrchen war von Schenck friither die 
Vermutung geiuBert worden, daf die Aminosiure beim Er- 
hitzen unter Wasserabspaltung in das Lactam zuriickverwandelt 
wird. Wir haben diese Vermutung bestiitigen kénnen, indem 
wir die Siure C,,H,,NO, 15 Minuten lang im Paraffinbad auf 
etwa 210° erhitzten: das Reaktionsprodukt stimmte in seinen 
Kigenschaften mit der Ausgangs-Lactamsiure iiberein, auch 
beziiglich des optischen Drehungsvermégens war ein Unter- 
schied nicht festzustellen. Dieser Befund war von vornherein 
nicht selbstverstiindlich, denn die Aminogruppe hitte auch mit 
einer anderen Carboxylgruppe als derjenigen, mit der sie 
urspriinglich verbunden war, die RingschlieBung eingehen 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVI. 10 
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kénnen, wobei eine struktur- oder raumisomere Lactamsiiure 
hitte entstehen miissen. Auch durch Erhitzen mit His. 
essig liBt sich die Aminosiure in die Lactamsiure zuriick- 
verwandeln. 


Durch salpetrige Siure wird die Aminogruppe aus der 
Siure C,,H,,NO,, wie oben erwiahnt, quantitativ eliminiert, 
das stickstofffreie Reaktionsprodukt haben wir aber bis jetzt 
nicht in einwandfrei krystallisiertem Zustand erhalten kénnen. 
Auch Oxydationsversuche mit dem Lactam, C,,H,,NO,, die der 
eine yon uns (Sch.) schon vor lingerer Zeit angestellt hatte, 
fiihrten nicht zu einem faBbaren, neuen Produkt. 


Dagegen haben wir bei der Hochvakuumdestillation dei 
Lactamsiiure eine krystallisierte Verbindung erhalten, die der 
Zusammensetzung C,,H,,NO, entspricht und sich einbasiscli 
titrieren laiBbt. Unter Beriicksichtigung der Entstehungsweise 
dieser Siure kann fiir sie wohl nur die Strukturformel VI! 
in Frage kommen, d.h. die Lactamtricarbonsiure ist unter 
Abspaltung je eines Molekiils CO, und H,O in die Ketolactam- 
monocarbonsiure tibergegangen. Das Destilationsprodukt soll 
zu weiteren Versuchen Verwendung finden. 


Es sei noch auf die vollkommene Analogie hingewiesen, 
die zwischen dem Verhalten unserer Aminotetracarbonsiure, 
C,,H,,NO,, beim Erhitzen und der thermischen Zersetzung 
der Choloidansiure, C,,H,,0,,, besteht. Choloidansiure (VII]) 
liefert nach H. Wieland?) bei der Destillation im Hochvakuum 
Brenzcholoidansiure von der Formel C,,H,,0,, indem gleich- 
zeitig ein Siureanhydridring und ein Ketofiinfring sich schlieBen. 
Die beiden entsprechenden RingschlieBungen vollziehen sich 
bei der Aminositure C,,H,,NO, nacheinander: bei etwa 200° 
(unter gewohnlichem Druck) bildet sich der Lactamring, der 
dem Siureanhydridring der Brenzcholoidansiure analog, freilich 
viel bestindiger als dieser ist, bei etwa 270° (im Hochvakuum) 
geht die Lactamsiiure ihrerseits in die Verbindung mit dem 
die Ketogruppe enthaltenden Fiinfring iiber. Letzterer findet 





1) Diese Zs. Bd. 108, S. 306 (1919). 
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sich tibrigens auch in anderen Brenzprodukten der Gallensiure- 
reihe (Brenzdesoxybiliansiiure’), Brenzlithobiliansiure’*)). 





Vil VIII 
CH, CH, 
CH, CH CH, CH) 
| | ¢ CoH, COOH | | !C,,H,,.-COOH 
CH  cHI CH CHI 
G ¢——e¢,, cooH &——cH, 
| 
| NH COOH CH COOH 
| | Si cate a 
CH,—CH CO CH, COOH 
oe Choloidansiiure, C,,H,,0,, 
Ketolactamearbonsiiure, C,,H,-NO, 
CH, 
Y in 
GH, CH 
| ’ | O.H,,-COOH 
cH cH] 
Pi 
+> IX CO C- CH, 
CO 
CH,—CH 0 
a el 
CO 


Brenzcholoidansiiure, C,,H,,O,. 


Versuche. 


1, Aminotetracarbonsiure, C,,H,,NO,. Die friiher 
von Schenck fiir die Bereitung der Aminosiure als Ausgangs- 
material benutzte Desoxybiliansiure war als Nebenprodukt bei 
der Oxydation desoxycholsiiurehaltiger Cholsiure mit Kalium- 
permanganat erhalten worden. Fiir unsere Versuche haben 
wir Desoxybiliansiiure aus Desoxycholsiure durch Einwirkung 
gelber rauchender Salpetersiiure (D. 1,52) nach dem gute Aus- 
beuten liefernden Verfahren von H. Wieland und A. Kulen- 
kampff%) hergestellt. Die verwendete Desoxycholsiiure war 

‘) H. Wieland und A. Kulenkampff, Diese Zs. Bd. 108, 8. 295 
(1919). 

*) H. Wieland u. P. Weyland, Diese Zs. Bd. 110, S. 123 (1920). 

*) Diese Zs. Bd. 108, S. 300 (1919). 

10* 
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uns in Gestalt der Kisessigverbindung von der Chemischen 
Fabrik J. D. Riedel A.-G., Berlin-Britz zu Vorzugspreis ge- 
liefert worden, wofiir wir der Firma auch an dieser Stelle 
unseren besten Dank aussprechen méchten. 

Oximierung der Desoxybiliansiure und Umlagerung des 
Oxims wurden wie friiher ausgefiihrt, nur haben wir die Me- 
thode insofern vereinfacht, als wir das Oxim nicht umkrystalli- 
sierten, vielmehr in Form des Rohproduktes direkt umlagerten. 
Dementsprechend verfuhr man wie folgt: 10g Desoxybilian- 
siure wurden mit 10g Hydroxylaminhydrochlorid in 85 ccm 
10°/, iger waBriger Natronlauge gelést, die Lésung 3 Stunden 
auf dem Dampfbad erwirmt, dann nach 1—2tigigem Stehen 
durch Filtrieren geklart und mit 200ccm 10°/, iger KHssig- 
siiure versetzt. Die ausgeschiedene Oximsiure saugte man nach 
kurzem Stehen ab, wusch sie mit Wasser aus und trocknete 
sie an der Luft auf Tontellern. Das lufttrockne Material be- 
handelten wir 8—10 Minuten lang auf dem Dampfbad mit 
starker Schwefelsiure, und zwar wurden auf je 1 g Oximsiure 
12ccm einer Siure benutzt, die durch Mischen von 20 ccm 
Wasser mit 105ccm konz. H,SO, erhalten worden war. Es 
trat alsbald Lésung ein und die Fliissigkeit farbte sich allmih- 
lich dunkelrot. Nach dem Erkalten wurde sie in viel eiskaltes 
Wasser gegeben, die ausgeschiedene weife Lactamsiure nach 
dem Absetzen abgesaugt, mit Wasser gewaschen und auf T’on- 
tellern getrocknet. Zur weiteren Reinigung nahm man das 
lufttrockne Produkt in 25 °/,iger Salzsiure unter gelindem Kr- 
wirmen auf, es resultierte eine fast klare Lésung (unverinderte 
Desoxybiliansiure, die in Salzsiure unléslich ist, war also nicht 
zugegen, ebensowenig Desoxybiliansiureoxim, das beim Er- 
wirmen der salzsauren Liésung unter Abscheidung der Keto- 
siure zersetzt wird); eine geringfiigige Verunreinigung besel- 
tigte man durch Filtrieren. Durch Verdiinnen der Fliissigkeit 
mit einer reichlichen Menge Wasser wurde die Lactamsiure von 
neuem gefillt und nach Absaugen und Auswaschen wieder aui 
Tontellern getrocknet. Dann léste man heiB in Alkohol und 
versetzte die klare Lésung mit viel heiBem Wasser, es schied 
sich die reine Lactamsiiure in gut krystallisierter Form (\a- 
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deln) aus. Sie schmolzen unter Aufschiumen bei 276°. Da, 
wie erwahnt, das Rohlactam in 25°/,iger Salzsiure beim Er- 
wirmen vollstandig léslich war, hitte diese Manipulation auch 
unterbleiben und das beim EKingieBen der schwefelsauren Li- 
sung in Wasser ausgeschiedene Produkt direkt aus Alkohol 
+- Wasser umkrystallisiert werden kénnen. 

Auch die zur Aufspaltung der Lactamsiure friiher geiibte 
Arbeitsweise haben wir etwas modifiziert: 5g Lactamsiiure 
wurden in 200ccm 25°/,iger Salzsiure gelést und die Lisung 
im Rundkolben mit eingeschliffenem RiickfluBkiihler 6 Stunden 
lang gekocht. Nach dem Erkalten verdiinnte man die klare, 
nur wenig gefarbte Fliissigkeit mit 800 ccm Wasser und saugte 
nach 24 Stunden die nicht sehr reichliche Fallung, die nach 
friiheren Erfahrungen im wesentlichen aus unveriindertem Isoxim 
bestehen muBte, ab. Das Filtrat verdampften wir auf dem 
Wasserbad zur Trockne und lésten den zerriebenen Riickstand 
in moéglichst wenig siedender 20°/,iger Salzsiiure. Beim Er- 
kalten schied sich das Hydrochlorid der Aminosiure in Nadeln 
bzw. Prismen aus, sie wurden abgesaugt, mit 20°/ iger Salz- 
siiure gewaschen und getrocknet. Dann léste man sie in wenig 
heiBem Wasser, klarte die Lisung durch Filtrieren und setzte 
noch etwa das doppelte Volumen Wasser hinzu. Beim Stehen 
resultierte die freie Aminosiiure in den friiher schon beschrie- 
benen Formen: Tafeln oder Blittchen, die unter dem Mikro- 
skop die Gestalt von Rhomben zeigten, dabei war meist eine 
spitze Ecke gerade abgeschnitten. Das Filtrat lieferte beim 
Abstumpfen mit Natronlauge noch eine zweite und unter Um- 
stinden eine dritte Krystallisation von gleicher Beschaffenheit. 
Man kann auch das Abstumpfen mit NaOH sofort vornehmen 
und so die gesamte Aminosiure mit einem Male zur Abschei- 
dung bringen. Dabei setzt man zweckmiibig nur so viel Natron- 
lauge hinzu, daB die Reaktion gegen Lackmus noch schwach sauer 
bleibt, da beim Uberschreiten des Neutralpunktes die Amino- 
sdure z.T. wieder in Lisung gehen kann. Auch aus siedendem 
Wasser lat sich die Siure C,,H,,NO, gut umkrystallisieren. 
Die Ausbeute an reiner Aminosiure betrug mindestens 70°/, 
der Theorie (bezogen auf Lactamsiiure als Ausgangsmaterial). 
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Die aus Wasser sich ausscheidende Verbindung enthilt 
21/, Molekiile Krystallwasser, denn nach Absaugen, Auswaschen, 
Abpressen und ein- oder mehrtigigem Aufbewahren an der 
Luft nahm das Material beim Trocknen bei 115° diesem Wasser- 
gehalt entsprechend an Gewicht ab: 


0,3028 g Substanz verloren 0,0261 g. 
0,3406 g Substanz verloren 0,0295 g. 


Fiir C,,H,.NO,+2'/,H,O Ber. 8,75°/, H,O = Gef. 8,62 8,66°/, H,0. 


Die lufttrockne Verbindung wies im Schmelzréhrchen das 
bekannte Verhalten auf (zwei Schmelzpunkte, vgl. oben 8. 145. 
Der erste Schmelzpunkt ist nicht ganz scharf und wird ge- 
legentlich etwas héher gefunden, mitunter ist er auch nur 
durch starkes Sintern angedeutet; die Abgabe des Krystall- 
wassers bei etwa 100° macht sich nur wenig bemerkbar. Die 
bei 115° getrocknete Substanz zeigt den ersten Schmelzpunkt 
nicht mehr, es tritt vielmehr bei etwa 195° héchstens geringes 
Sintern auf, das manchmal auch kaum zu _ beobachten ist. 
Ubrigens verliert das lufttrockne Material schon im Exsiccator 
langsam sein Krystallwasser, um es beim Liegen an der Lutt 
wieder aufzunehmen. 

Analyse der bei 115° getrockneten Aminosiure: 

0,1254 g Substanz gaben 0,2804 g CO, und 0,0962 g H,0. 

0,2267 g * lieferten 5,8 com N bei 12° und 768,9 mm Hg. 

Fiir C,,H,,NO, Ber. 61,37°/, C 8,37°/, H 2.98°/, N 

Gef. 61,00 8,58 3,10 

Bestimmung des Aminostickstofis nach van Slyke: 

Zwei Proben der Aminosiure wurden bei 115° getrocknet 
und jede fir sich in einer Mischung von 4ccm 10°/,iger 
waBriger Salzsiure und 8ccm Wasser gelést und 10 Minuten 
oder wenig linger im van Slykeschen Apparat geschiittelt. 


0,2321 g Substanz gaben 11,95 cem feuchten Stickstoff bei 13° und 
757,5 mm Hg; ber. 11,82 cem N. 

0,2240 g Substanz gaben 11,45 cem feuchten Stickstoff bei 13° und 
757,5 mm Hg; ber. 11,41 ecm N. 


Zwei andere Proben léste man in je 10 ccm Eisessig, die 
erste durch gelindes Erwiirmen, die zweite durch kurzdauerndes 
Aufkochen; nach dem Erkalten wurden die Liésungen geprittt. 





—_ 
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beide gaben zu wenig Stickstoff, die erste 10,65 ccm (statt 11,88), 
die zweite 8,35 ccm (statt 11,75). Uber die Ursache dieses Ver- 
haltens vgl. unten unter 2. Zur Kontrolle haben wir auch die 
Lactamsiiure C,,H,,NO, (in Eisessig gelést) nach van Slyke 
gepriift, bei einem Versuch erhielten wir eine sehr geringfiigige 
Menge, bei einem anderen gar keinen Stickstoff. 

Fiir die Titration wurden zunichst 3 Proben bei 115° 
eetrocknet, in je 100—150ccm Wasser aufgeschwemmt und 
nach Zusatz von 10 Tropfen einer 1°/, igen alkoholischen Phenol- 
phthaleinlésung mit n/10-Natronlauge bis zur vollstindigen 
Lisung bzw. bis zur Rosafarbung versetzt (La, Ila, Ila). Dann 
setzte man je 10 ccm einer 40°/,igen Formaldehydlésung hinzu 
und titrierte weiter bis zur starken Rosafirbung, die zur Neu- 
tralisation der Formaldehydlésung erforderliche Menge n/10- 
NaOH wurde jedesmal abgezogen (Lb, I1b, IIIb). Zu der dritten 
Probe gab man noch weitere 10ccm Formalin hinzu (IIc). 

Ia. 0,2082 ¢ Substanz verbrauchten 13,19 ecm n;10-NaQOH. 
Gef. 28,52 °/, COOH. 

Ib. 0,2082 g Substanz verbrauchten 13,48 ccm n/10-NaOH. 
Gef. 29,14 °/, COOH. 

IIa. 0,2104 g Substanz verbrauchten 13,63 cem n/10-NaOH. 
Gef. 29,16 °/, COOH. 

Ilb. 0,2104 g Substanz verbrauchten 13,83 cem n/10-NaOQH. 
Gef. 29,59 °/, COOH. 

Illa. 0,3620 ¢ Substanz verbrauchten 23,16 cem n/10-NaOH. 
Gef. 28,80°/, COOH. 

Illb. 0,3620g Substanz verbrauchten 23,26 cem n/10-NaOH. 
Gef. 28,92 °/, COOH. 

Iile. 0,3620g Substanz verbrauchten 23,26 cem n/10-NaOH. 
Gef. 28,92°/, COOH. 

Ber, fiir C,,H,,NO,: 3 Carboxylgruppen: 28,77°/, COOH, 

4 Carboxylgruppen: 38,35°,, COOH. 

Die Erhéhung der Aciditiit auf Zusatz von Formol war 
Somit nur sehr gering. Bei zwei anderen Bestimmungen be- 
nutzten wir als Liésungsmittel je 20ccm Methylalkohol, indem 
die Aminosiiure bereits in der Kiilte sich léste (la und Ila). 
Zusatz von 10 ccm 40°/,igen Formalins (Ib und IIb). Probe IIc 
nach Zugabe von weiteren 10cem Formol titriert. 
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Ta. 0,2041 g Substanz verbrauchten 12,99 ccm n/10-NaOH. 
Gef. 28,65°/, COOH. 

Ib, 0,2041 g Substanz verbrauchten 13,63 cem n/10-NaOH., 
Gef. 30,06°/, COOH. 

IIa. 0,2765 g Substanz verbrauchten 17,91 eem n/10-NaOH. 
Gef. 29,16°/, COOH. 

Iib. 0,2765 g Substanz verbrauchten 18,76 eem n/10-NaQOH. 
Gef, 30,54°/, COOH. 

IIc. 0,2765 g Substanz verbrauchten 19,05 ccm n/10-NaOH. 
Gef. 31,01°/, COOH. 

Die Aciditiatssteigerung war also hier, in der konzentrier- 
teren Lésung, gréBer als bei den Titrationen in Wasser, sie 
betrug im héchsten Falle 23,4°/, des von der Theorie gefor- 
derten Mehrverbrauchs, blieb aber ganz erheblich hinter den 
friher von Schenck bei der Bestimmung der Biliansiure- 
isoxim-aminocarbonsiure (Formel VI) unter dhnlichen Bedin- 
gungen ermittelten Werten, die sich zwischen 80,3 und 85,4°/, 
des theoretischen Mehrverbrauchs bewegten, zuriick. 

Erwahnt sei noch, daB sich eine Erhéhung des Aciditiits- 
grades auch bei Titrationen in absolut-alkoholischer Lésung 
bzw. Aufschwemmung mit n/10- (wifriger) NaOH ergab (vgl. 
Methode der alkalimetrischen Bestimmung von Aminosiiuren 
usw. nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz). Probe] 
wurde in 50ccm absolutem Alkohol auf dem Dampfbad geldst, 
schied sich aber bei lingerem Erwirmen zum grofen Teil 
wieder aus; ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, nahm man die 
Titration nach dem Erkalten vor. ProbeII wurde in 50 ccm 
absolutem Alkohol suspendiert und direkt bis zur Lésung baw. 
Rosafarbung titriert; die Bestimmung dauerte in diesem Falle 
etwas linger, da die Substanz nur langsam in Lésung ging, 
daher vielleicht auch der etwas héhere Wert. 

I. 0,2115 g Substanz verbrauchten 14,17 cem n/10-NaOH. 

Gef. 30,16°/, COOH. 
II. 0.2126 g Substanz verbrauchten 14,52 ecm n/10-NaQH. 
Gef. 30,74°/, COOH. 

Ubrigens haben wir weder bei den Bestimmungen in ab- 
solutem Alkohol, noch bei den Formoltitrationen untersucht, 
unter welchen Bedingungen etwa eine méglichst quantitative 
Ertassung der vierten Carboxylgruppe sich verwirklichen lieBe. 
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2. Uberfihrung der Aminotetracarbonsiure, 
C,,H,,NO,, in die Lactamtricarbonsiure, C,,H,,NO.. 
0,5 g Aminoséure (bei 115° getrocknet) erhitzte man im 
Reagenzglas 15 Minuten lang im Paraffinbad auf etwa 210° 
Die Substanz sinterte dabei stark und backte zu_ einer 
harten Masse zusammen. Diese wurde zerrieben, in Alkohol 
gelést und die Lésung mit viel heiBem Wasser versetzt. Das 
Reaktionsprodukt schied sich dabei in guter krystallinischer 
Beschaffenheit aus. Ausbeute: 0,36 g. Der Gewichtsverlust 
des beschickten Reagenzréhrchens betrug etwas mehr, als der 
Abgabe eines Molekils Wasser entspricht. Analyse des bei 
110° getrockneten Materials. 

0,1251 g Substanz gaben 0,2917 g CO, und 0,0910 g H,0. 

0,2392 g ‘ lieferten 6,3 ccm N bei 12° und 769,5 mm Hg. 

Fiir C,,H,,NO, Ber. 63,82°, C  8,26%, H _—3,10°/, N 

Gef. 63,61 8,14 3,19. 

Der Schmelzpunkt der erhaltenen Verbindung lag ebenso 
wie der der als Ausgangssubstanz benutzten Lactamsiure bei 
276°, auch der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 
Das durch Wasserabspaltung gewonnene Produkt krystallisierte 
in Nadeln, die vielfach sternférmig gruppiert waren, auch die 
friiher beobachteten ,,langgestreckten Sechsecke“ waren bei 
Krystallen, die sich langsamer ausgeschieden hatten, deutlich 
zu erkennen. SchlieBlich haben wir auch das _ optische 
Drehungsvermégen der Ausgangslactamsiaure (I) und des Pro- 
duktes der thermischen Zersetzung (IJ) bestimmt und keinen 
Unterschied feststellen kénnen, soweit die schwach gefirbten 
und nicht ganz blanken Lésungen eine genaue Ablesung ge- 
statteten. 

I. Konz. (in 11/,°/,iger wiBriger Natronlauge) 2,9736°/,; Rohrliinge 
2 dm; abgelesener Winkel + 0,32°% [aJ]}° =+ 5,38° 

If. Konz. (in 11/,°/,iger wiBriger Natronlauge) 2,9896°/,; Rohr- 
linge 2 dm; abgelesener Winkel + 0,33°. [a|},® = + 5,52°. 

Kinfacher noch als durch trockenes Erhitzen lat sich die 
Aminosiiure durch Erwirmen mit Kisessig in die Lactamsiure 
zuriickverwandeln. Es war oben(S. 150 u. 151) erwaihnt worden, daB 
2 Lésungen der Aminosidure in Eisessig, die unter Anwendung 








154 Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


von Wirme hergestellt worden waren, bei der van Slykeschen 
Aminostickstoffbestimmung zu niedrige Werte lieferten. Wi 
glaubten anfangs, da ein Acetylprodukt entstanden sei; e: 
lie8 sich aber dann leicht feststellen, daB dies nicht der Fall 
war, vielmehr unter dem EinfluB des Eisessigs in der Wirme 
eine Riickverwandlung der Aminosiiure in die Lactamsiure 
erfolgt. 0,5 g Aminosiiure (bei 115° getrocknet) wurden in 
12,5 ccm Eisessig heiB gelést und die Lisung 30 Minuten au! 
dem Dampfbad erhitzt. Dann setzte man etwa die 7 tache 
Menge heifes Wasser hinzu. Beim Erkalten schied sich das 
Reaktionsprodukt in Gestalt von Nidelchen aus, die unter dem 
Mikroskop haufig sternférmig gruppiert erschienen. Ausbeute: 
0,35 g. Schmelzp. 276°, Mischschmelzpunkt mit notorische: 
Lactamsiure ebenfalls 276° 

Titration: 0,3224 g Substanz verbrauchten 21,19 ccm n/10-NaQH. 

Fiir C,,H,,NO, (3 Carboxylgruppen) —_ Ber. 29,91°/, COOH 
Gef. 29,59. 

Das Acetylprodukt, C,)H;,(NH-CO-CH,)(COOH),, wiirde 35,20 
COOH erfordern. 

Im van Slykeschen Apparat verhielt sich die Verbindung 
negatiy. 

Bestimmung der optischen Drehung (I: Lactamsiiure anderer 
Herkunft, JI: durch Eisessig aus Aminosiiure erhaltenes 
Produkt). 

I. Konz. (in 11/,°/,iger wiBriger Natronlauge) 2,9704°/,; Rohrlinge 
2 dm; abgelesener Winkel + 0,32°. [a@]}> = + 5,39°% 

II. Konz. (in 1'/,°/, iger wiBriger Natronlauge) 2,9288°/,; Rohrlinge 
2 dm; abgelesener Winkel + 0,32°% [a]}\° = + 5,46° 

Auch hier war die Ablesung aus den oben angegebene 
‘Griinden erschwert. 

3. Hochvakuumdestillation der Lactamtricarbon- 
siure, ©,,H,.NO,: Ketolactammonocarbonsiure, 
C,,H,,NO,. Nach verschiedenen Vorversuchen erwies sich das 
folgende Verfahren als zweckméBig: Die Destillation wurde 1» 
Vakuum der Volmer-Pumpe durch Erhitzen im Luftbad voi- 
genommen, als letzteres diente die in der 15. Mitteilung?) be- 





1) Diese Zs. Bd. 163, S. 130 (1927). 
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schriebene Apparatur: Asbestkaistchen mit Glimmerfenstern. 
1 g Lactamtricarbonsiure wurde in eine kleine Hartglasretorte 
eingefiillt und diese ohne Vorlage direkt mit der Quecksilber- 
dampfstrahlpumpe in Verbindung gebracht; man evakuierte bis 
auf etwa 0,2 mm Hg und begann hierauf mit dem Erhitzen. 
Bei etwa 250° sinterte die Substanz stark zusammen und ging 
dann allmahlich in eine braun gefirbte, lebhaft aufschiumende 
Schmelze iiber, wihrend in den oberen Teilen der Birne und 
im Anfangsteil des Retortenhalses langsam ein zihes, wenig 
gefirbtes, glasartig-durchsichtiges Destillat auftrat. Die Dauer 
des Erhitzens betrug 1 Stunde, der Druck wiihrend der Destil- 
lation etwa 0,4 mm Hg, die Temperatur (auBerhalb der Retorte 
gemessen) war langsam bis auf 310° gesteigert worden. Die 
Gewichtsabnahme der beschickten Retorte war etwas gréfer, 
als der Abgabe je eines Molekiils CO, und H,O entspricht. 
Nach Beendigung des Versuches zertriimmerte man die Retorte 
und trennte die im Hals und in den oberen Teilen der Birne 
befindlichen, wenig gefiirbten Anteile von dem auf dem Boden 
der Retorte sitzenden, stark braungefirbten Riickstand. Bei 
einem unserer ersten Versuche war zufiillig das Destillat 
ziemlich farblos, es wurde bei gewéhnlicher Temperatur mit 
5°/,iger wiBriger Natronlauge behandelt, eine geringe Menge 
einer ungelésten, flockigen Masse abfiltriert und das Filtrat 
mit verdiinnter Kssigsiure angesiuert. Das ausgefillte Produkt 
trocknete man bei gelinder Wiirme, léste es hierauf in 25°/, iger 
Salzsiure und schied es durch Wasser aus dieser Lisung 
wieder aus. Es folgte abermaliges Auflésen in Natronlauge 
und Fallen mit Essigsiiure, und man erhielt so ein fast un- 
gefirbtes Material, das unter dem Mikroskop nur undeutlich 
krystalline Beschaffenheit erkennen lieB. Nach Trocknen bei 
100° zeigte der Stoff im Schmelzréhrchen von etwa 170° an 
schwaches Sintern, um nicht scharf bei 187—193° eine klare, 
blasendurchsetzte, gelblichbraune Schmelze zu liefern. Fiir 
die Analysen wurde der Kérper bei 100° getrocknet; die 
Titration geschah in yerdiinnt alkoholischer Liésung (20 ccm 


96°/, igen Alkohols, Zusatz von Wasser), Phenolphthalein als 
Indicator. 








156 Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


0,2121 g Substanz verbrauchten 5,77 ecm n/10-NaOH. 
Gef. 12,25°/, COOH. 

0,1886 g Substanz gaben 5,6 eem N bei 13° und 752,8 mm Hg. 
Gef. 3,51°/, N. 

0,1308 g Substanz (nach dem Titrieren zuriickgewonnen) lieferten 
0,3374 g CO, und 0,1030 g H,O. 

Gef. 70,37°/, C 8,81°/, H. 

Die erwartete Ketolactammonocarbonsiure, C,,H,,NO,, ver- 
langt 11,56°/, COOH; 3,60°/, N; 70,91°/, C und 9,06°/, H. 
Es war somit der analysierten Verbindung eine Substanz mit 
héherem Carboxylgehalt und niedrigerem C-Wert beigemischt, 
vielleicht unverinderte Lactamtricarbonsaéure, C,,H,,NO, oder 
ein Korper, der aus dieser durch H,O-Abspaltung und Bil- 
dung eines Siureanhydridringes (Vorstufe des Ketofiinfringes?) 
hervorgehen kénnte: C,,H,.NO,. Die Siure C,,H,.NO, er- 
fordert 29,91°/, COOH; 3,10°/, N; 63,82°/, C und 8,269, H, 
wahrend fiir C,,H,.NO, 31,16°/, COOH (dreibasisch); 3,23°/, N. 
66,48°/, C und 8,14°/, H sich berechnen. 

Bei den meisten Versuchen war das im Hals und in den 
oberen Teilen der Birne sich absetzende Destillat etwas gell 
oder hellbraun gefirbt, zur Beseitigung dieser Farbung verfuhr 
man wie folgt: Ks wurde wieder eine Lésung in 5°/) iger 
Natronlauge hergestellt und diese mit verdiinnter Essigsiure 
nur so weit versetzt, daB ein Teil des Reaktionsproduktes 
ausfiel. Beim Erwirmen auf dem Dampfbad ballte er sich zu 
briunlich gefirbten Flocken zusammen; das nach dem Er- 
kalten gewonnene Filtrat lieferte auf Zusatz iiberschiissiger 
Kssigsiure eine ziemlich farblose Fallung, die nach Erwiirmen 
oder nach langerem Stehen abfiltriert wurde (Fraktion D.. 
Eine Titration (wie oben ausgefiihrt) ergab, daB das Materia! 
noch nicht rein war. 


0,2046 g Substanz (bei 100° getrocknet) verbrauchten 6,73 ccm 
n/10-NaOQH. 


Fir C,,H,,NO, Ber. 11,56°/, COOH Gef. 14,81°/, COOH. 
Fraktion D wurde deshalb von neuem in Natronlauge 
gelést und die Lésung mit Essigsiiure fraktioniert gefallt: von 
den beiden Fiallungen erwies sich die erste (D,) als die ge- 
suchte reine Verbindung. Analysen (Trocknen bei 100°): 
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0,2126 g Substanz verbrauchten 5,65 cem n/10-NaOH. 

0,1435 g “ gaben 4,7 ccm N bei 13,5° und 749,9 mm Hg. 

0,1205 g - lieferten 0,3130 g CO, und 0,0962 g H,0O. 

Fiir C,,H,;NO, 

Ber. 11,569, COOH _—3,60°/, N._—-70,91°/, C —-9,06°/, H 

Gef, 11,96 3.85 70,86 8,93. 

Fraktion D, schmolz nicht ganz scharf bei 218—220° 
(von etwa 180° an schwaches Sintern, vollstiindig klare Schmelze 
erst bei 225°). Unter dem Mikroskop zeigte der Stoff die 
Form von flachen Nadeln oder eigentiimlich abgerundeten 
Blittchen, die zuweilen auf die Kante gestellt und zu Rosetten 
angeordnet waren; wirklich gut ausgebildete Krystalle waren 
kaum zu erkennen. Ist das Material weniger rein, so laBt 
sich die krystallinische Struktur nur undeutlich wahrnehmen 
(vel. oben), in solchen Fiillen ist aber mit Hilfe des Polari- 
sationsmikroskops die krystalline Beschattenheit der Siure ein- 
wandfrei festzustellen. Versuche, die Verbindung in der iib- 
lichen Weise umzukrystallisieren (etwa aus Alkohol -+ Wasser 
oder aus Kisessig + Wasser), lieferten keine bessere Krystalli- 
sation als das Ansiuern usw. der alkalischen Lésung. Da die 
Fraktion D, keinen ganz scharfen Schmelzpunkt zeigte, halten 
wir es fiir méglich oder wahrscheinlich, daB das absolut reine 
Brenzprodukt noch etwas héher schmilzt. 

Auch der bei den Destillationen auf dem Boden der 
Retorte verbleibende stark braun gefairbte Riickstand enthielt 
z.'T. die gesuchte Brenzsiiure. Die Riickstinde wurden ver- 
einigt und wie die Destillate behandelt; die zur Beseitigung 
der Farbung zuerst erzeugte Fallung war hier naturgemib 
stark braun gefiirbt, das ziemlich farblose Filtrat lieferte eine 
der Fraktion D (s. oben) entsprechende Fraktion R, die eben- 
falls bei der Titration einen zu hohen Acidititsgrad aufwies. 


0,1329 g Substanz verbrauchten 4,01 cem n/10-NaQOH. 
Gef. 13,58°/, COOH. 
Ks wurde deshalb auch hier eine der Fraktion D, ent- 
sprechende Fillung R, erzeugt, die sich als rein erwies. 


0,2163 ¢ Substanz verbrauchten 5,75 cem n/10-NaOQH. 
0,1188 g . gaben 0,3072 g CO, und 0,0959 g H,0. 
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Fiir C,,H,,NO, Ber. 11,56°/, COOH  70,91°/, C —-9,06°/, B 
Gef. 11,97 70,54 9,03. 
Schmelzpunkt und Krystallform verhielten sich ebenso wie 
bei Fraktion D,. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind 
wir fiir Bereitstellung eines Kredits, der bei vorstehender 
Untersuchung Verwendung fand, zu groBem Danke verpflichtet. 


Berichtigung. In der 15. Mitteilung zur Kenntnis der Gallen- 
siiuren, Diese Zs. Bd. 163, S. 120 (1927), muB es auf S. 131, Zeile 16 v. u. 
statt 77,86°/, C heiBen: 76,86°/, C. 











Nachtrag zur Synthese des tertidren Leucins.’) 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1927.) 


Herr Kollege F. Knoop?®) hat die Freundlichkeit, uns darauf auf- 
merksam zu machen, daB er gemeinsam mit Georg Landmann unter 
der Bezeichnung Pseudoleucin, ausgehend von Pinacolin unter Dar- 
stellung von Trimethylbrenztraubensiiure, das tertiiire Leucin hergestellt 
hat. Es war uns dies leider entgangen. Wir haben einen anderen 
Weg als Knoop eingeschlagen, indem wir von der tertiiren Butylmalon- 
siiure ausgingen. 


') F, Knoop und Georg Landmann, Diese Zs. Bd. 89, 8. 157 
(1914). 

*) Vgl. hierzu Emil Abderhalden und Ernst Rossner, Diese 
Zs. Bd. 168, S. 158 (1927). 
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Notiz zu K. Abderhaldens und E. Schnitzlers Mitteilung 
»Uber die Struktur des Seidenfibroins“.') 


R. 0. Herzog. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1927.) 


R. Brill*) hat nicht auf Grund eines Vergleiches zwischen den 
Roéntgendiagrammen von Seidenfibroin und chemisch bekannten Produkten, 
wie Glycyl-d-alaninanhydrid, auf eine Konstitutionsbeziehung zu solchen 
Substanzen geschlossen. Sondern die Diskussion des Interferenzbildes 
auf Grund der ermittelten quadratischen Form (rhombische 
Symmetrie) und der Hydrolysenergebnisse des Seidenfibroins (E. 
Fischer, E. Abderhalden u. a.) hatten unter anderem zu der Mig. » 
lichkeit gefiihrt, daB ein ,,polymeres Anhydrid“ des Glycylalanins vor- 
lige. Da damals nur der genannte Typus von Anhydriden der Amino- 
siiuren bekannt war, wurde die Uberlegung auch nur auf die genannte 
Substanz, als Quelle der beiden Aminosiuren, ausgedehnt. Da man aber 
heute aus synthetischen Versuchen verschiedener Forscher weiB, daB auch 
andere Stammsubstanzen in Betracht kommen kénnen — insbesondere 
hat M. Bergmann solche assoziierte Typen hergestellt —, wire die 
Diskussion naturgemiB weiter auszudehnen. Der seinerzeit angestellte 
Vergleich mit den von Herrn Abderhalden zur Verfiigung gestellten 
Produkten diente dem Nachweis, dab die fragliche Stammsubstanz nicht 
mit den isolierten monomolekularen Verbindungen (Dipeptiden und An- 
hydrid) identisch sei. Dasselbe Ziel hatte in erster Linie auch die 
Studie mit M. Kobel.°) 

Bei Gelegenheit dieser Bemerkungen habe ich zu meinem groBen 
Bedauern gefunden, da wir seinerzeit unterlassen hatten, Herrn Geheimrat 
Abderhalden fiir die leihweise Uberlassung der Priparate zu danken, 
Ich méchte dies an dieser Stelle — zugleich mit dem Ausdruck meine: 
Bedauerns fiir das Versehen — nachholen! 


1) Diese Zs. Bd, 164, 8. 159 (1927). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 204 (1928). 
3) Diese Zs. Bd. 134, S. 296 (1924). 





